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Rövidítések jegyzéke
AIF    apoptosis-inducing factor 
AICD    activation-induced cell death 
APC   antigen-presenting cell 
BCR    B cell receptor 
BSA-FITC   bovine serum albumin-fluorescein-isothiocyanate 
CAPK   ceramide-activated protein kinase 
CAPP    ceramide-activated protein phosphatase 
CD    cluster of differentiation 
CER   ceramid 
cPLA2    citoszolikus foszfolipáz A2 
CRAC    calcium release-activated calcium channel  
CTGF    connective tissue growht factor 
CTX-B   cholera toxin-B 
DAG    diacil-glicerol 
DD    death domain  
DED    death effector domain 
DISC    death-inducing signalling complex 
EBP50    ezrin/ moesin/ radixin binding protein 
EDTA    ethylene diamine tetracetic acid 
ER    estrogen receptor 
ERE    estrogen responsive element 
ERK    extracellular signal activated kinase 
E2    17 -estradiol 
E2-BSA-FITC  17 -estradiol-BSA- fluorescein-isothiocyanate 
FADD   Fas-associated death domain-containing protein 
FAN   factor associated with neutral sphingomyelinase activation 
FasL   Fas ligandum 
FBS    fetal bovine serum 
FCS    fetal calf serum 
FITC    fluorescein-isothiocyanate 
GABA    -amino-butiric-acid 
GPI    glycophosphatidylinositol 
GPR30   G protein coupled receptor 30 
HRP    horse radish peroxidase 
Hsp90    heat shock protein 90 
IDDM    insulin dependent diabetes mellitus 
IFN    interferon 
IL    interleukin 
JNK    c-Jun N-terminális kináz 
LHRH    luteinizing hormone-releasing hormone 
MAPK   mitogen-activated protein kinase 
MHC     major histocompatibility gene complex 
mER    membrane estrogen receptor 
MS    multiple sclerosis 
NEHRF   Na+ / H+ exchanger regulatory factor 
NOS    nitrous oxide systems 
NSD     neutral sphingomyelinase activation domain 
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OHT    hidroxitamofene 
PC-PLC   phosphocholine-specific phospholipase C 
PBS    phosphate-buffered saline 
PFA    paraformaldehid 
PI    propidium iodide 
PI3K    phosphoinositide 3-kinase 
PKC    protein kináz C 
PMSF    phenylmethylsulfonyl fluoride 
RA    rheumatoid arthritis 
SDF 1    stromal cell-derived factor 1 
SLE    systemic lupus erythematosus 
SM   szfingomielin 
SMase    sphingomyelinase 
SMAC    second mitochondria-derived activator of caspases 
SR    steroid receptor 
tBid    truncated Bid 
TH   T helper 
TCR    T cell receptor 
TNFR    tumor necrosis factor recep 
TRAIL    tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 
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A T-limfociták tímuszban végbemen  érése során az antigénfelismerésért felel s T-
sejt receptor (T cell receptor-TCR) génátrendez dési folyamatainak eredményeként óriási 
számú, eltér  variábilis doménszerkezettel és specificitással rendelkez  receptort hordozó 
T-sejt jelenik meg. Pozitív majd negatív szelekciós lépések révén a saját f  
hisztokompatibilitási génkomplex (Major Histocompatibility gene Complex – MHC) által 
kódolt membránfehérjék és a hozzájuk kapcsolódó idegen antigénekb l származó peptidek 
felismerésére képes sejtklónok tovább differenciálódhatnak, és végül érett, naiv T-
sejtekként a perifériára kerülhetnek. A tímuszt elhagyó, nyugvó állapotú, érett T-limfociták 
további sorsát a környez  sejtek és sejtközötti állomány fel l érkez , valamint különböz  
szolubilis molekulák által közvetített ingerek határozzák meg. A másodlagos 
nyirokszervekben kiemelked  jelent ség  a T-sejtek és az általuk felismerhet  MHC-
peptid komplexeket hordozó antigénbemutató sejtek (Antigen Presenting Cell – APC) 
találkozása. A T-sejtek antigénspecifikus aktivációja során, a megfelel  kostimulációs és 
túlélési szignálok jelenlété mellett, a sejtek proliferációval, citokintermeléssel, effektor- és 
memóriasejtté történ  differenciálódással válaszolnak. Kostimulációs- és a sejtek túlélését 
biztosító jelek hiányában azonban a TCR által kiváltott sejtaktiváció, a stimulus 
er sségét l függ en, funkcionális válaszképtelenség (anergia) kialakulásához illetve 
programozott sejthalálhoz (apoptózist) is vezethet. Az apoptózis dönt  jelent ség  a saját 
struktúrákat felismer , autoreaktív limfociták, valamint az immunválasz során 
funkcionálisan szükségtelenné váló effektor T-limfociták eltávolításában, így az 
immunológiai tolerancia kialakulásában (1). 
Bár a T-sejtek antigénspecifikus aktivációjában els dlegesen a TCR által az 
antigénprezentáló sejt MHC molekuláin bemutatott antigénpeptid felismerése és a kapott 
kostimulációs jelek a meghatározóak, az utóbbi évek kísérletes eredményei egyéb 
moduláló stimulusok, nevezetesen a különböz  stresszszignálok által aktivált
szfingomielin-ceramid jelpálya illetve a szteroidhormonok (pl. az ösztrogének) közvetítette 





1.2. A membránraftok és biológiai jelent ségük 
 
 A membrán raftok kis méret  (10-200 nm), heterogén, nagyfokú dinamikával 
jellemezhet , koleszterinben, szfingomielinben, glikoszfingolipidekben valamint GPI-
horgonyzott- és zsírsavoldalláncal kapcsolt fehérjékben gazdag „membrándomének”, 
amelyek a sejtm ködés különböz  membránhoz kapcsolt folyamatait 
kompartmentalizálják (4,5). A kialakulásukért felel s egyik legf bb tényez  az ket alkotó 
lipidek sajátos fizikai-kémiai tulajdonságain alapuló ún. laterális fázisszegregáció 
jelensége (6,7). A kis méret  raftok bizonyos körülmények között stabilizálódhatnak, és 
protein-protein illetve protein-lipid kölcsönhatások révén nagyobb aggregátumokat, 
„platformokat” képezhetnek. A kaveolák a membrán raftok egy speciális formáját 
képviselik. Ezek koleszterinköt  kaveolin és flotillin fehérjékben gazdag 
membránbet r dések, amelyek els sorban a fokozott membránon keresztüli 
anyagtranszportot végz  sejttípusokra, mint pl. endotél, epitél, és fagocita sejtek, 
jellemz ek (8). 
Funkcionális szempontból a membrán raftoknak számos alapvet  sejtfiziológiai 
folyamatban tulajdonítanak fontos szerepet: irányítják és szabályozzák a 
membrántranszport folyamatokat (endo/exocitózis), a sejtfelszíni molekuláris felismerésen 
alapuló folyamatok révén a sejtadhéziót, patogén baktériumok és vírusok fert zési 
mechanizmusát, a sejtmigrációt és kemotaxist. Az intracelluláris jelátviteli folyamatokban 
fontos enzimek, adaptorfehérjék térben és id ben ko-ordinált „toborzása” révén kitüntetett 
szerepet játszanak a különböz  sejtfelszíni receptorok által indukált sejtválasz 
kialakulásában (9-15).  
A membránraftok a celluláris és humorális immunválasz, valamint a természetes 
immunitás sejtes elemeinek különböz  funkcióiban is elengedhetetlen szerepet játszanak. 
Számos irodalmi adat utal arra, hogy a membrán raftok szabályozó szerepet töltenek be a 
limfociták érésében, differenciációjában, az antigénprezentációban, a antigénköt  
sejtfelszíni receptorok jelátviteli folyamatában, az immunológiai szinapszis kialakulásában, 
a célsejt közvetlen sejt-sejt köcsönhatáson alapuló elpusztításában, a hízósejtek allergén 
által kiváltott aktivációjában (16-20). 
Fontos megjegyezni, hogy a raftok szfingolipid- és koleszterintartalmában 
bekövetkez  változások a „toborzott” jelátviteli „molekulakészlet” összetételének 
megváltozásához, ezen keresztül pedig az érintett sejtek funkcionális tulajdonságainak 
megváltozásához vezethetnek. Mindezek a sejtm ködésnek egy olyan molekuláris 
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finomszabályozási lehet séget vetik fel, amelynek kiemelt jelent sége lehet az 
immunrendszer m ködése, bizonyos patológiás folyamatok kialakulása, illetve újfajta 
terápiás eljárások kifejlesztése szempontjából (21-23). 
 
1.3. A szfingomielin-ceramid ciklus  
 
A sejtmembránban található glicero-foszfolipidek és bizonyos, az intracelluláris 
jelátviteli pályákban jól ismert szerepet betölt  anyagcseretermékeik (pl. diacil-glicerol 
(DAG), inozitol-triszfoszfát (IP3)) mellett régóta kérdéses volt, vajon az egyébként 
szerkezeti szempontból sokkal változatosabb és összetettebb csoportot alkotó 
szfingolipidek is rendelkeznek-e hasonló tulajdonságokkal. Az elmélet bizonyítékaként 
mára számos kísérletes eredmény utal arra, hogy a sejteket ér  bizonyos stimulusok a 
szfingolipid anyagcserében érintett enzimek, (pl. szfingomielinázok, ceramidázok, ceramid 
szintáz, szfingozin kináz) stimulálásán keresztül biológiai aktivitású szfingolipidek 
felszabadulását idézik el . Ezek a „jelközvetít ” molekulák olyan folyamatok 
szabályozásában kapnak szerepet, mint az apoptózis, proliferáció, differenciáció, 
sejtciklus, intracelluláris proteintranszport, gyulladási folyamatok (24). Az els ként 
megismert és azóta legalaposabban dokumentált ún. „szfingomielin-útvonal” a 
szfingomielin (SM) ceramiddá (N-acil-szfingozin) és foszforil-kolinná történ  hidrolízisét 
katalizáló szfingomielinázok aktiválódásán alapul. A jelpálya felfedezése jelent sen 
megváltoztatta az addig pusztán membránszerkezeti alkotóként számon tartott 
szfingolipidekr l illetve a ceramidokról kialakult képet (25-27). 
A jelenlegi ismeretek szerint a ceramid, mint másodlagos jelközvetít  molekula 
kulcsszerepet játszik számos extracelluláris ágens által kiváltott intracelluláris jelátviteli 
folyamatban, amelyek sejttípustól függ en proliferációt, differenciációt, a sejtciklus
leállását vagy sejthalált idéznek el . A megfigyelést, miszerint ezekért a biológiai 
hatásokért a kiváltott ceramidfelszabadulás tehet  felel ssé, jól alátámasztja a tény, hogy 
rövid szénláncú, sejtpermeábilis ceramidanalógokkal vagy exogén 
szfingomielinázkezeléssel, az esetek nagy többségében, ugyanaz a hatás váltható ki, mint 
az extracelluláris ágens alkalmazásával. Hangsúlyozni kell azonban, hogy bár a 
szfingomielináz aktiválódása elengedhetetlen ezekben a folyamatokban, az okozott hatás 
nem feltétlenül a ceramid, hanem adott esetben valamelyik anyagcseretermékének, pl. 
szfingozin vagy szfingozin-1-foszfát, közvetítésével alakul ki (28). 
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1.3.1 A szfingomielinázok 
 
Az eddig azonosított, a szfingomielin hidrolízisét és így ceramidakkumulációt 
kiváltó stimulusok többsége els sorban a sejteket ér  különböz  stresszhatásokkal hozható 
összefüggésbe: apoptózist indukáló sejthalálreceptor-ligandok (CD95L/FasL, TNF -
(Tumor Necrosis Factor alpha) TRAIL (Tumor Necrosis Factor-related Apoptosis-
Inducing Ligand  gyulladáskelt  citokinek (IL-1 , IL-1 , IFN ), ionizáló- és ultraibolya 
sugárzás, oxidatív stressz (H2O2, NO), h sokk, citotoxikus hatású kemoterápiás 
vegyületek. Ugyanakkor a szfingomielin-útvonal aktiválódásáról számoltak be bizonyos 
differenciációt indukáló ágensek és növekedési faktorok (D3-vitamin, vérlemezke eredet  
növekedési faktor (Platelet-Derived Growth Factor – PDGF), idegi növekedési faktor 
(Nerve Growth Factor – NGF), progeszteron), számos sejtfelszíni receptor (CD40, CD28, 
CD5, CD20, LFA-1, L-szelektin, B-sejt receptor (B Cell Receptor–BCR), Fc RII), 
valamint bizonyos patogén baktériumok (Pseudomonas aeruginosa, Neisseria
gonorrhoeae, Staphylococcus aureus), és vírusok (Rhinoviridae, Sindbis vírus) fert zési 
mechanizmusa kapcsán is (29, 30). 
Az eml sökben el forduló szfingomielinázok enzimatikus aktivitásuk pH optimuma 
alapján savas-, neutrális-, és alkalikus csoportba sorolhatók. Attól függ en, hogy 
kofaktorként igényelnek-e kétérték  kationt, további altípusokat különböztetnek meg. (31).  
A Zn2+-metalloenzimek közé tartozó savas szfingomielináz (acid sphingomyelinase-
aSMase)egyetlen gén terméke, amelynek defektusa tehet  felel ssé az ún. A- és B-típusú 
Niemann-Pick betegség kialakulásáért. A génr l átíródó prekurzor fehérje 
poszttranszlációs modifikációt követ en egy az endo-lizoszómális rendszerbe irányított, 
valamint egy szekretálódó formát eredményez. A lizoszómális változat pH 5 körüli 
környezetben aktív, a szekretoros típus viszont semleges pH mellett is m köd képes. 
Knockout egérmodellen valamint sejtkultúrákon végzett vizsgálatok szerint a savas 
szfingomielináz aktivitása és az okozott ceramidfelszabadulás fontos szerepet játszik a 
különféle stresszhatásokra adott sejtválaszban. Az azonban egyel re nem tisztázott, hogy a 
kétféle enzimforma milyen mértékben vesz részt ebben a funkcióban. A szekretoros savas 
szfingomielináznak fontos szerepet tulajdonítanak az atheroszklerózis kialakulásában (32). 
A neutrális szfingomielinázok (nSMase) eml sökben integráns membránfehérjék. 
Kofaktorként Mg2+ és Mn2+ ionokat igényelnek, aktivitásukhoz a pH 7 körüli környezet az 
optimális. Szöveti el fordulásukat tekintve széleskör  expressziót mutatnak, a legnagyob 
aktivitást azonban az agyban azonosították. Három típusukat sikerült idáig klónozni 
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(nSMase1, -2, -3), amelyek közül az nSMase1 és -2 mutat szekvenciahomológiát a 
bakteriális szfingomielinázzal. Sejten belüli elhelyezkedésüket tekintve az nSMase1 az 
endoplazmás retikulumban és a Golgi rendszerben, az nSMase2 a Golgiban és a 
plazmamembránban található. Neutrális szfingomielináz-aktivitásról számoltak be az 
apoptózis, gyulladási folyamatok, sejtproliferáció, differenciáció kapcsán, azonban csak 
kevés olyan adat áll rendelkezésre, amely alapján egyértelm en egy adott enzimmel 
lehetne társítani ezeket a funkciókat. Az nSMase1 bár in vitro körülmények között 
katalizálja a szfingomielin hidrolízisét, in vivo overexpressziós rendszerben ezt nem 
sikerült igazolni (33). Egy újabb vizsgálatsorozat ugyanakkor összefüggésbe hozta a 
h sokk által indukált ceramidfelszabadulással és apoptózissal (34). Az nSMase2 
aktiválódásáról számoltak be a TNF  és a H2O2 által indukált apoptózisban. A fehérje 
overexpressziója a ceramidszint emelkedését váltotta ki oligodendrocyta sejtek 
raftfrakciójában, valamint fokozta a staurosporin-indukált apoptózist. Az Alzheimer kór 
kapcsán fontos szerepet tulajdonítanak az nSMase2-nek az amyliod-  peptid citotoxikus 
hatásában. MCF7 adherens sejtvonalon végzett kísérletek szerint az nSMase2-aktivitás 
összefügg a konfluens állapot kialakulásakor tapasztalható sejtciklusleállással. Az 
nSMase2 fokozza a JNK (c-Jun N-terminális kináz) IL-1  által indukált foszforilációját. A 
nemrégiben el állított nSMase2 knockout egerek csontvázrendszerének fejl dési defektusa 
az enzim fejl désbiológiai vonatkozásaira hívta fel a figyelmet. 
Az alkalikus szfingomielináz (alk-SMase) szekvenciahomológia vizsgálatok alapján a 
nukleotid pirofoszfatáz/foszfodiészteráz fehérjecsaládba tartozik. Expressziója kizárólag a 
vékonybél nyálkahártyájában jellemz , ahol plazmamembránhoz kötött és szolubilis 
formában egyaránt el fordul. Aktivitásához epesók jelenléte szükséges. Szerepe a 
táplálékkal felvett szfingomielin lebontásában van, ugyanakkor hiánya összefügg a 
bélrendszer gyulladásos megbetegedéseivel és a vastagbélrák kialakulásával (35).  
A szfingomielinázok aktiválódásának molekuláris szabályozásáról els sorban 
celluláris stresszfaktorok hatásának vizsgálata szolgáltatott ismereteket (28). A savas 
szfingomielináz TNF receptor vagy a CD95/Fas által kiváltott aktivációjában a receptor 
egyik ún. haláldoménjéhez adapter fehérjéken keresztül kapcsolódó és autoproteolízissel 
aktiválódó kaszpáz 8 enzimet, valamint a receptor aktivációja során a foszfatidil-kolin-
specifikus foszfolipáz C enzim által felszabaduló DAG-t tartják fontosnak (36). 
Limfocitákon megfigyelték, hogy CD95 vagy CD40 molekulán keresztüli stimulálás, 
valamint UV sugárzás hatására a savas szfingomielináz a citoszkeleton aktív 
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közrem ködésével a plazmamembrán küls  rétegébe transzlokálódik, és ott lokális 
ceramidfelszabadulást idéz el  a lipid raftokban (37-39). A jelenség további vizsgálata 
alapján a szfingomielináz transzlokációjáért a protein kináz C  (PKC  enzim tehet  
felel ssé, amely aktivációt követ en az endo-lizoszómális rendszerbe kerülve szelektíven 
foszforilálja a lizoszómális savas szfingomielináz Ser508 aminósavmaradékát. Ez a 
foszforilációs lépés nélkülözhetetlen a szfingomielináz aktivációjában és a 
plazmamembránba történ  transzlokálódásában (40). A savas szfingomielináz PKC  általi 
szabályozása további meger sítést nyert az UV fény által kiváltott apoptózis folyamatában 
is (41). 
A neutrális szfingomielinázzal kapcsolatban a TNF receptor és a CD40 intracelluláris 
szakaszán azonosítottak egy jellegzetes motívumot (neutral sphingomyelinase activation 
domain-NSD), amely a FAN (factor associated with neutral sphingomyelinase activation) 
adapter fehérjével kialakított kölcsönhatása révén indukálja a neutrális szfingomielináz 
aktiválódását (42, 43). Számos kísérletes eredmény utal az oxidatív stressz és a neutrális 
szfingomielináz kapcsolatára (44, 45). A glutation (GSH), a sejtekben legnagyobb 
mennyiségben el forduló tiol-csoportot hordozó molekula, antioxidánsként kritikus 
szerepet tölt be az eml s sejtek oxidatív stressz elleni védekezésében. Nemrégiben a GSH-
t, mint a neutrális szfingomielináz hatásos inhibitorát írták le. A TNF receptoron keresztüli 
stimulációkor a citoszolikus foszfolipáz A2 (cPLA2) fokozza a reaktív oxigén 
intermedierek (reactive oxigen species-ROS) termel dését, amely hatására a sejten belüli 
GSH szint lecsökken, ez pedig a neutrális szfingomielináz aktivációját váltja ki (46, 47). 
Egy másik vizsgálatban a H2O2 által kiváltott oxidatív stressz során a neutrális 
szfingomielináz plazmamembránba történ  transzlokációját figyelték meg, így 
megállapítható, hogy az enzim intracelluláris lokalizációját a sejt aktuális redox állapota 
dinamikus módon képes szabályozni (48). 
 
1.3.2. A ceramidok biofizikai tulajdonságai és a membránszerkezetre gyakorolt 
hatásai 
 
 Szerkezeti szempontból a ceramidok (N-acil-szfingozin) a szfingozinból és annak 
aminócsoportjához amidkötéssel kapcsolódó, változó hosszúságú és telítettség  
zsírsavláncból épülnek fel. A természetben el forduló ceramidok zsírsavláncának 
szénatomszáma 2 és 28 között változik, eml ssejtekben a legjellemz bb a C16 és C24-es 
forma. A ceramidok a legkevésbé poláros, leginkább hidrofób tulajdonságú természetes 
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lipidek közé tartoznak. A mesterséges foszfolipidmembránokon végzett vizsgálatok 
rámutattak, hogy a ceramidok sokrét  sejtbiológiai hatásainak hátterében sok esetben a 
ceramidok egyedi biofizikai tulajdonságai állhatnak. A ceramidok legfontosabb 
membránszerkezetre gyakorolt hatásai közé tartozik a foszfolipidek molekuláris 
rendezettségének fokozása, a laterális fáziselkülönülés és doménképzés, nem lamelláris 
fázisú membránrégiók kialakítása és a membrángörbület szabályozása, az ún. flip-flop 
lipidmozgások el segítése, a membránpermeabilitás fokozása (49-51). 
 A ceramidmolekulában található amidkötés és a szfingozinrész hidroxilcsoportjai 
által kialakított, hidrogén-donorként és akceptorként egyaránt m köd , kisméret  poláros 
fejcsoport, valamint a hosszú telített zsírsavlánc kedvez a kiterjedt hidrogénkötés-rendszer 
és van der Waals kölcsönhatások kialakulásának ezen molekulák között A molekulák közti 
er s kölcsönhatás és a nagyfokú önaggregálódási hajlam eredménye a lipid zsírsavláncok
rendezettségi fokának növekedése és a laterális fázisszegregálódás a kett s 
foszfolipidrétegben (52). 
A szfingomielináz aktiválódása jelent s változásokat indukál a koleszterol sejten 
belüli homeosztázisában, annak a sejtfelszínr l intracelluláris membránokba történ  
transzlokációját váltja ki. Míg a szfingomielin szfingozin része rendkívül er s 
hidrogénkötést létesít a koleszterol hidroxilcsoportjával, addig a ceramid csak gyenge 
kölcsönhatást mutat a koleszterollal. A ceramid és a szfingomielin közti kedvez  
molekuláris kölcsönhatások eredményeképpen a ceramid el szeretettel dúsul fel a 
szfingomielinben gazdag membrándoménekben, amelyeknek így megnövekedett stabilitás 
biztosít. Ugyanakkor a koleszterolhoz való kis affinitása miatt a ceramid a 
koleszterolgazdag membránrégióktól elkülönül  doméneket alakít ki. 
Modellmembránokon végzett vizsgálatok szerint a ceramid kompetálni képes a 
koleszterollal a szfingomielinnel való kölcsönhatás kialakításáért, amelynek 
eredményeképpen a szfingomielin hidrolízisekor felszabaduló ceramidmolekulák, 
valószín leg egy termodinamikailag kedvez bb állapot elérése érdekében, „lecserélik” a 
koleszterolt a szfingomielinben gazdag membrándoménekben (53-55).  
A ceramid fentebb említett tulajdonságai és rendkívüli hidrofóbicitása következtében 
a szfingomielin hidrolízisét és így gyors ceramidakkumulációt kiváltó stimulusok tehát gél- 
illetve rendezett folyadékállapottal jellemezhet , ceramidban gazdag 
membránmikrodomének képz dését eredményezik (56-58). A ceramidban gazdag 
membrán mikrodomének ugyanakkor spontán fúzió révén nagyobb méret , akár 5 m 
átmér j  ún. „makrodoméneket vagy platformokat” képesek kialakítani. Ceramidban 
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gazdag membrándomének képz désér l számoltak be a CD95, CD40, TRAIL, Fc RII, 
CD14 receptorok stimulácóját követ en, különböz  patogén baktériumok, vírusok 
(Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, Staphylococcus aureus, Rhinovírus) 
fert zése kapcsán, - és UV sugárzás továbbá citotoxikus szerek (cysplatin) hatására (59, 
60). A ceramidban gazdag mikrodomének funkcionális szerepével kapcsolatban a legtöbb 
eredmény a TNF receptor családba tartozó CD95 molekula kapcsán született. A CD95 
molekulák ligandum általi stimulációját követ en az intracelluláris vezikulákban 
elhelyezked  savas szfingomielináz aktiválódik, transzlokálódik a plazmamembrán 
extracelluláris oldalára, majd a szfingomielin hidrolízisével ceramidban gazdag 
membránplatformok képz dését indukálja. A kialakuló raftaggregátumok egyfajta 
jeler sít  funkciót betöltve biztosítják a hatékony jelátvitelhez szükséges lokális 
receptordenzitást: el segítik a CD95 molekulák magasabb fokú oligomerizációját valamint 
a FADD (Fas-associated death domain-containing protein) adaptorfehérje és a prokaszpáz-
8 molekulák toborzása révén az intracelluláris jelátvitelt elindító, sejthalált indukáló 
szignálkomplex (death-inducing signalling complex-DISC) kialakulását (61-63). A 
stimulált CD95 molekulák membránban megfigyelt átrendez désében illetve a 
membránraftokkal való asszociációjában fontos szerepet kap még a receptor ezrin 
molekulán keresztüli kapcsolata az aktin citoszkeletonnal és bizonyos raft gangliozidokkal, 
illetve a kaszpáz-8 és a raftmarker GM1 és GM3 gangliozidok között kialakuló 
kölcsönhatás (64-66). 
Fiziológiai szempontból a ceramidnak egy további fontos membránszerkezetre 
gyakorolt hatása, hogy befolyásolni képes a membránok átjárhatóságát más molekulák 
számára. Mesterséges membránokon végzett mérések szerint a ceramidmolekulák speciális 
transzmembrán elrendez dése csatornaszer  struktúrák kialakulását eredményezi. A 
kialakuló pórusok méretét jelent sen befolyásolja a ceramidmolekulák lokális 
koncentrációja, közelít  számítások szerint akár a néhányszor 10 nm-es átmér t is elérhetik 
(67-70). Siskind és munkatársai a vizsgálatokat kiterjesztették izolált mitokondriumokra is, 
amelyek alapján a fiziológiás koncentrációtartományban alkalmazott ceramidkezelés 
hatására a mitondrium küls  membránja 20-60 kDa mérettartományig átjárhatóvá válik 
kisebb molekulák, pl. az apoptózis mitokondriális útvonalában fontos citokróm-c számára 
(71, 72). In vivo, az apoptózisnak ez formája a mitokondrium küls  membránjában 
pórusok képz désével jár, amelyet többek között a Bcl-2 fehérjecsalád proapoptotikus 
tagjai (pl. Bax, Bak, tBid-truncated Bid) valamint a GD3 gangliozid mitokondriális 
feldúsulása indukál. A mitokondrium permeabilizálódása együtt jár a mitokondrium 
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membránpotenciáljának csökkenésével, a légzési elektrontranszportlánc 
szétkapcsolódásával, reaktív oxigéngyökök felszabadulásával, valamint az ún. effektor 
kaszpázok (kaszpáz-3,-6,-7) aktivációját el idéz  molekulák (citokróm-c, SMAC/Diablo 
(Second Mitochondria-Derived Activator of Caspases), AIF (Apotosis-Inducing Factor)) 
felszabadulásával. Ezen mitokondriális változások hatékony kivédésében a Bcl-2 család 
anti-apoptotikus tagjai (Bcl-2, Bcl-xL) játszanak fontos szerepet a mitokondriális membrán 
integritásának fenntartásával (73-75). Tekintve, hogy a mitokondriumban megtalálhatóak a 
ceramidbioszintézis enzimei, valamint hogy a CD95, TNFR vagy UV sugárzás által 
indukált apoptózis során a mitokondriumok ceramidtartalmában két-háromszoros 
növekedés tapasztalható, valószín síthet  a ceramid által képzett csatornák szerepe a 
mitokondrium apoptózis során lejátszódó permeabilizálódásában (76). 
A fenti jelenségek alapján összefoglalásként elmondhtjuk, hogy a 
ceramidakkumuláció által indukált, a membránok fizikai tulajdonságaiban (pl. a lipidek 
rendezettsége) bekövetkez  változások befolyásolhatják bizonyos membránban lokalizált 
enzimek, ioncsatornák m ködését. A ceramid membránraftokban történ  feldúsulása és az 
ezzel párhuzamosan zajló „koleszterol efflux” szelektíven befolyásolhatja bizonyos 
fehérjék raftasszociáltságát, különösen pl. a koleszterolköt  fehérjékét (77, 78); a membrán 
permeabilizálása révén lokális változások léphetnek fel az ionkoncentrációkban, amelyek 
kihathatnak bizonyos molekuláris kölcsönhatásokra a membrán citoszól felöli oldalán; 
szolubilis enzimek átmenetileg a membránhoz kapcsolódhatnak és így jelátviteli 
funkcióval rendelkez  lipideket köthetnek meg; lipid transzfer proteinek (pl. a nemrégiben 
felfedezett ceramid transzfer protein-CERT, (79)) a membrántól távol elhelyezked  
célmolekulákhoz szállíthatják a túlságosan hidrofób lipideket.  
 
1.3.3. A ceramidok másodlagos jelátviv  szerepe és molekuláris „célpontjai” 
 
A ceramidmolekulák nagyfokú hidrofóbicitásuk miatt jellemz en membránhoz 
kötött állapotban maradnak a képz désüket követ en is, így valószín síthet , hogy a 
kiváltott biológiai hatást jelent sen meghatározza a ceramidképz dés intracelluláris helye. 
In vivo a ceramid származhat a szfingomielin hidrolíziséb l valamint de novo szintézisb l 
is. A legtöbb esetben a képz d  ceramid apoptózist vagy a sejtciklus leállását eredményezi. 
Ugyanakkor glikoziláció hatására a molekula inaktiválódhat is, valamint bizonyos 
anyagcsereútvonalakon keresztül más, akár vele ellentétes biológiai hatást közvetít  
szfingolipiddé, pl. szfingozin-1-foszfáttá is alakulhat. A ceramid sokrét , sejttípustól függ  
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sejtbiológiai hatásait valószín leg a képz déséhez vezet  anyagcsereútvonalak 
változatossága magyarázza. Az eddigi vizsgálatok számos, a stresszindukált jelátviteli 
kaszkádban szerepet játszó protein kinázt és foszfatázt azonosítottak, mint a ceramid 
közvetlen vagy közvetett célmolekulái. A KSR-t (kinase suppressor of Ras), mint ceramid 
által aktivált protein kinázt (CAPK) írták le, amely a Raf-1 molekulán keresztül aktiválni 
képes az ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase) MAPK (mitogén aktivált protein 
kináz) útvonalat. A Raf-1-r l ugyanakkor kiderült, hogy a BAD molekulán keresztül a 
ceramid által indukált apoptózisban is szerepe van. A ceramid a protein kináz C zéta 
izoformájának (PKC aktiválásával pozitívan szabályozza a stresszaktivált protein 
kináz/c-Jun N-terminális kináz (SAPK/JNK) kaszkádot, ugyanakkor negatívan hat a 
túlélési szignálokat közvetít  protein kináz B (PKB/Akt) molekulára. Utóbbi folyamatban 
szerepet kapnak szerin-treonin protein foszfatáz PP2A és PP1 családba tartozó ceramid 
által aktivált proteinfoszfatázok (CAPP) is. A PP2A defoszforiláció révén el segíti a Bax 
fehérje proapototikus funkcióját, ugyanakkor negatívan hat a Bcl-2 kinázként m köd  
PKC -ra, valamint közvetlenül defoszforilálni képes magát a Bcl-2-t is, amelynek ezáltal 
gátolja az anti-apoptotikus hatását. A retinoblasztoma (Rb) fehérje defoszforilálásával a 
PP1 a sejtciklus leállását váltja ki. A CAPP fehérjék apoptózis során pozítívan 
szabályozzák az effektor kaszpázok m ködését. A RAX molekulán keresztül a ceramid 
aktiválni képes a duplaszálú RNS-függ  protein kinázt (PKR), amely a proteinszintézis 
bizonyos faktorainak m ködését gátolja. A ceramid a lizoszómális katepszin D proteáz 
autokatalikus proteolízisét váltja ki. A katepszin D szerepét igazolták az apoptózisban, a 
normál fiziológiás proteinlebontásban, bioaktív proteinek képz désében és a 
fehérjeantigének intracelluláris feldolgozásában (47, 80-82). A ceramid kapcsán 
beszámoltak bizonyos ioncsatornák funkciójának szabályozásáról is, így az aktivációs 
kalciumszignál kialakulásában fontos CRAC (calcium release-activated calcium channel) 




1.4. Az ösztrogén immunmoduláló hatása 
 
Egyes autoimmun betegségek jelent s nemek közötti megoszlásbeli különbséget 
mutatnak. Ilyen például a szklerózis multiplex (multiple sclerosis-MS), szisztémás lupus 
erythematosus (SLE), rheumatoid artitis (RA), myasthenia gravis; inzulin-függ  diabétesz 
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mellitusz (IDDM); ahol az érintettek 75-80%-a n  (86). Többek között ez hívta fel a 
figyelmet az ösztrogén (17 -ösztradiol, röviden E2) immunrendszerre gyakorolt esetleges 
hatására is.  
Az eddigi eredmények azt mutatták, hogy bizonyos immunológiai folyamatok 
eltérnek a két nem között, egereknél kimutatták, hogy immunizálás után a n stényeknél 
er teljesebb az ellenanyag termelés és a T sejt aktiváció, mint hímeknél (86). Bizonyított, 
hogy a n knél magasabb a CD4+ sejtpopuláció aránya, ami magyarázhatja a náluk fellép  
fokozottabb immunválaszt. (86,87). A legszembet n bb különbséget terhes n knél 
jegyezték fel, ebben az id szakban az ösztrogén mennyisége jelent sen megemelkedik. Az 
MS, és RA tünetei csökkentek a terhesség során, míg szülés után visszaesés volt 
tapasztalható a betegek állapotában. Ezzel ellentétben az SLE tünetei romlottak vagy nem 
változtak ebben az id intervallumban (86). 
Azoknál a n knél, akiknél a posztmenopauzális tüneteket hormonpótló terápiával 
kezelték; csökkent a T-sejt szám; míg a B sejteké növekedett, vagy nem változott. Az 
mindezekb l kit nk, hogy az ösztrogén aktuális mennyisége hatással van az 
immunrendszerre, és befolyásolja az immunválasz kimenetelét, de a részletek még 
korántsem tisztázottak. 
Munkacsoportunk korábbi vizsgálatai is az E2 immunmoduláló hatását 
támasztották alá. Ovarektomizált és kontroll álm tött egereken különböz  immunizálási 
sémákat alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy az ösztrogén fokozza a T-sejt függ  
immunválaszt, míg a T-sejt függetlenre nincs hatással. 
 
1.5. Az ösztrogén genomiális és gyors, nem-genomiális választ is indukál 
 
Ma már elfogadott tény, hogy számos sejttípusnál az ösztrogén a hagyományos úton 
kívül nem-genomiálisan is hathat. 
Klasszikusan a szteroid hormon receptorok (SR) egyben transzkripciós faktorok, is 
melyek a célgén expresszióját szabályozzák. A hormon a receptorhoz köt dve 
konformáció változást idéz el , ami a citoplazmatikus chaperon fehérjékt l (Pl. Hsp90) 
való elkülönülést és a magi lokalizációhoz szükséges szekvenciák megjelenését 
eredményezi. Az SR specifikusan ismeri fel a nukleotid szekvenciát, a célgén promoterén 
található szteroid köt  válaszelemhez kapcsolódva, kiváltja ezáltal a génexpresszió 
változását (88).  
A szteroid receptorok három f  funkcionális doménb l állnak:  
 16
1. variábilis N terminális domén, ami a transzaktivációt szabályozza;  
2. egy cisztein gazdag régió, ami a DNS-hez köt désért felel s és szabályozza a 
specifikus hormonhatást;  
3. C terminális domén, ami a hormont köti és a sejtmagi transzlokációt irányítja; 
valamint a dimerizációért és a Hsp kötéséért is felel s (88).
A klasszikus úttal szemben a nem-genomiális úton másodperceken-perceken belül 
bekövetkez  jelátviteli és fiziológiás változások figyelhet ek meg a sejtben, melyek túl 
gyorsak ahhoz, hogy fehérje szintézisen keresztül szabályozottak legyenek, és a 
transzkripciós és transzlációs inhibítorok nem gátolják ezen folyamatokat (89, 90). A gyors 
hatások plazmamembrán receptort feltételeznek, vagy legalábbis membránasszociáltat. A 
hagyományos, genomiális út a célsejt komplex funkcióját szabályozza; míg a nem-
genomiális út lehet séget adhat a dinamikus környezeti változáshoz való 
alkalmazkodáshoz és a szabályozás módosításához/ pontosításához . 
Ösztrogén hatására számos jelátviteli kaszkád indul el, mint például: MAPK/ERK 
aktiváció; foszfatidilinozitol-3 kináz (PI3K)/AKT útvonal; ion csatornák nyitása; G- 
fehérjéhez kapcsolható másodlagos hírviv k (cAMP, Ca2+) felszaporodása; növekedési 
faktor receptorok stimulálása. Mivel az ösztrogén receptornak (ER) nincs saját kináz 
aktivitása, ezért szignaloszómát alkothat, melyekben G- fehérjék; h sokk proteinek; 
caveolin-1; mátrix metalloproteinázok; c-Src találhatók (90, 91, 92). 
 
1.5.1. A Mannheim-féle osztályozás 
 
Az ellentmondásos és sokféle adat alapján valószín síthet , hogy a nem-genomiális 
hatások szövet és sejttípusonként jelent sen eltér ek lehetnek, ezért 1998-ban Mannheim-
ben összehívták az els  szteroid hormonok gyors hatásairól szóló nemzetközi találkozót; 
ahol rendszerezték az általuk kiváltott nem-genomiális válaszokat. 
Két f  csoportot hoztak létre aszerint, hogy egyedül, vagy valamilyen agonista 
partnerrel együtt váltja ki a gyors választ. Mindkét csoporton belül lehet specifikus és nem 







Klasszikus intracelluláris receptor 
 
A klasszikus szteroid receptorok nemcsak genomiális, hanem nem-genomiálisan 
hatásokat is képesek közvetíteni, a gyors válaszokat a klasszikus receptor antagonistájával 
gátolni tudták. 
Számos szövetnél, sejttípusnál tapasztalt eredmények azt mutatják, hogy az 
ösztrogénnek szerteágazó hatásai lehetnek, melyben feltehet en több receptor is szerepet 
játszik: 
GH3/ B6 patkány hipofízis tumor sejtjeinek plazmamembránja ER epitópra specifikus 
ellenanyaggal pozitív jelöl dést mutatott. Ezeket a sejteket 17 -ösztradiol nanomoláris 
koncentrációjával kezelve gyors prolaktin felszabadulást tapasztaltak. Birka magzati tüd  
artéria endotél sejtekben 17 -ösztradiol hatására 5 percen belül NOS aktivitás volt 
megfigyelhet , amit a tamoxifén (ER antagonista) gátolni tudott. Nyúl uterusban is leírtak 
a klasszikus ER- ral rokon szerkezet  ösztrogénköt  fehérjét. 
Olyan esetben is megfigyeltek nem-genomiális választ, amikor az adott sejtb l, 
szövetb l hiányzott a klasszikus szteroid receptor (knock out állatok); illetve számos példa 
van arra is, amikor a klasszikus receptor antagonistái nem gátolnak bizonyos ösztrogénnek 
tulajdonítható sejtválaszt (93). 
Az agyban és a központi idegrendszerben számos szteroid által kiváltott hatás nem a 
klasszikus receptoron, hanem ionfügg  neurotranszmitter receptorokon keresztül 
szabályozott. 
 
Nem receptoron keresztüli, direkt nem-genomiális hatás 
 
A gyors hatások direkt szteroid-membrán interakciók eredményeként is 
bekövetkezhetnek, megváltoztatva a membrán fiziko-kémiai tulajdonságait. 
Willmer már 1961-ben felvetette, hogy a szteroidok beépülhetnek a sejtmembránok 
lipid kett srétegébe, így befolyásolva annak fluiditását. Azóta már számos szövetben és 
sejtben igazolták, hogy a progeszteron és az ösztrogén mikromoláris koncentrációjának 
hatása van a membránfluiditásra. Azonban ezeket a nem specifikus szteroid hatásokat 
fiziológiásnál magasabb koncentrációknál tapasztalták, így az in vivo jelent ségük 
kérdéses (93). Azt azonban mindenképpen meg kell jegyeznünk, hogy a membránreceptor-




1.5.2 Feltételezett membrán ösztrogén receptorok 
 
Az még kérdéses, hogy a citoszolikus/magi (ER / ) és a membrán ösztrogén receptor 
megegyezik-e, vagy létezik valamilyen más fehérje, amely a membránban köti az 
ösztrogént. Limfocitákkal kapcsolatban még nincsenek ezt igazoló eredmények, más 
területeken pedig igen ellentmondásos adatok születtek. 
A legtöbb tanulmány E2 köt  membrán receptornak a klasszikus ER-t ill. annak 
valamilyen módosult formáját feltételezi (palmitoilált, foszforilált), ami a módosulás miatt 
képes nem-genomiális szinten hatni ill. a megnövekedett hidrofobicitás miatt a 
plazmamembránban elhelyezkedni (93, 90, 94, 95). 
Norman és mtsai. indítványozták az úgynevezett „több köt helyes receptor” (receptor 
ensemble) modellt, ennek segítségével magyarázták hogyan tud ugyanaz szteroid receptor 
egyszerre genomiális és nem-genomiális úton is hatni. A modell szerint a receptornak két 
különböz  ligandumköt  zsebe van, és attól függ en, hogy melyikbe illeszkedik a szteroid, 
aktiválódhat a két különböz  útvonal. Amikor membrán caveola-, vagy pányvázó 
(scaffolding) fehérjékhez kapcsolódik a szteroid receptor - membrán asszociált forma-, 
akkor a molekulák közötti kölcsönhatásnak köszönhet en konformációja a ligandum 
alternatív zsebbe való illeszkedésének kedvez. Az alternatív zseb valószín leg nem 
hozzáférhet , amikor a citoplazmában van az SR. 
Születtek eredmények endothél és eml daganatos sejtekr l, melyek arra utalnak, hogy 
a klasszikus öszrogén receptor  és  altípusa caveolához kapcsoltan is megtalálható; habár 
azt nem tudták teljes bizonyossággal megállapítani, hogy az valóban a magi receptor 
pontos mása. (90). Az sem teljesen tisztázott, hogy a caveola mely oldalán helyezkedik el a 
receptor; noha elméletileg lehetne kívül, nem tudni milyen sejtes mechanizmus szükséges a 
membránon való átmozgatásához. További lehetséges változatok, amikor adaptor/ scaffold 
fehérjével heterodimert alkot a klasszikus receptor a caveolában; vagy a palmitoilált 
receptor köt dik a membránhoz. 
A szteroid köt  szerepet G fehérjéhez kapcsolt receptor is betöltheti, melynek ligand 
köt  domainje az extracelluláris oldalon van és a 7 transzmembrán régiót követ  
intracelluláris részéhez tud köt dni a G ,  és  alegység. Ilyen típusra a publikációk nagy 
része a GPR30-at említik, mint alternatív ösztrogén receptort, ami intracellulárisan 
helyezkedik el, és a membrán közelében köti az azon átjutott E2-t (92). 
Endotél sejteken végzett vizsgálatok szerint viszont mindenképpen szükséges a 
klasszikus ER jelenléte, hogy az E2 gyors választ váltson ki; ugyanis csak GPR30-at 
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expresszáló sejteken nem, de ER  és ER  pozitívakon tapasztaltak cAMP, ERK, PI3K 
aktivációt. De nem zárták ki annak lehet ségét, hogy létezik olyan E2 köt  fehérje, ami az 
ER-ral homológ epitópot hordozhat (96). 
Egyes kutatási területeken komoly fiziológiás és patológiás jelent séget tulajdonítanak 
a GPR30-nak. Például ER negatív humán eml rák sejteken vizsgálták az E2 ill. az OHT 
(hidroxitamofén) hatását, mely az ER számára antagonista, de GPR30-nak agonistája. Az 
ösztrogén a CTGF (connective tissue growtht factor) génjét aktiválta a leger sebben, 
amely nemcsak a proliferációt, hanem a GPR30 indukálta migrációt is el segíti. Ez 
magyarázattal szolgálhat arra, hogy miért válaszol az eml  tumor olyan agresszíven az 
endogén ösztrogén bevitelre, ill. az OHT-re endokrin terápiák során (97).  
Idegtudományi vizsgálatok is említést tesznek a GPR30-ról. F eml sök LHRH 
(luteinizáló hormon releasing hormon) neuronjának intracelluláris kalcium oszcillációjára 
mind az E2, mind a membrán impermeábilis E2-BSA hasonló hatással volt. A GPR30-at 
feltételezik membrán receptornak, mert az ER antagonistája sem az LHRH felszabadulását, 
sem az intracelluláris kalcium oszcillálását nem blokkolta; ellenben a GPR30 agonistája 
hasonló osszcillációbeli változást eredményezett, mint az E2 kezelés(98, 99). GPR30 elleni 
érv: patkány hippocampus elekton mikroszkópos vizsgálat kimutatta, hogy f ként a Golgi 
apparátusban és részben az endoplazmatikus retikulumban található, sejtfelszínen viszont 
egyáltalán nem. Valamint expressziós szintje nagyjából megegyezett nemt l és kortól 
függetlenül az állatokban. (100). Hasonló következtetésre jutott egy másik munkacsoport 
is, mely szerint: az ER  és  altípusa és a GPR30 határozottan nem egyezik meg a mER- 
ral (101). 
GPR30-/- és vadtípusú egereket vizsgálva az in vivo eredmények azt mutatták, hogy a 
legtöbb jól ismert ösztrogén által meghatározott paraméterhez (csont tömeg, méh és tímusz 
súlya, zsír tömeg) nem kell a GPR30; viszont a csont hosszirányú növekedésénél a 
normális, növekedési lemezre kifejtett E2 hatáshoz kell a GPR30 is (102). 
Ezeken kívül elképzelhet  hogy más mebránban monomer vagy heterodimer formában 
jelenlév , esetleg saját kináz aktivitással is rendelkez  fehérje az, amely ösztrogénköt  
doménnel rendelkezik . Például a HEK 293, humán embrionális vese sejtvonal maxi-K+ 
ioncsatornája is mutatott ösztrogén-köt  képességet, ahol a 17  és  ösztradiol hatására 
különböz  mértékben, de lecsökkent a csatorna expressziója; ami proteoszómális 
degradációt gátló szerrel megakadályozható volt (103). 
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2. Célkit zések 
 
A T-sejtek antigénspecifikus aktivációja során a stimulus er sségének 
függvényében a sejtek proliferációval, citokintermeléssel (effektor funckió) válaszolnak, 
vagy túl er s inger esetén aktivációindukált sejthalál (AICD) révén elpusztulnak. Bár a 
folyamatban els dlegesen a T-sejt antigénköt  receptora által az antigénprezentáló sejt 
(APC) MHC (major histocompatibility complex) molekuláin bemutatott antigénpeptid 
felismerése és a kapott kostimulációs jelek a meghatározók, nem hagyható figyelmen kívül 
más moduláló stimulusok, nevezetesen a különböz  stresszszignálok által aktivált
szfingomielin-ceramid jelpálya illetve bizonyos hormonális hatások szerepe sem, amelyek 
dinamikus „felülszabályozó” szerepet tölthetnek be a T-sejtek „sorsát” illet en.  
 Munkacsoportunk korábbi eredményei szerint a T-sejtek sorsa a membránban 
lokálisan akkumulálódott ceramid mennyiségét l igen érzékenyen függ. Egy bizonyos 
’küszöbkoncentráció’ (~μM) felett a T-limfociták apoptózissal válaszolnak, míg az alatti 
membránceramid-mennyiség nem vált ki szignifikáns sejthalált. Megfigyeléseink szerint 
az apoptózist nem indukáló ceramidszignálok ugyanakkor negatívan befolyásolják a T-
sejtek antigénspecifikus aktivációjának folyamatát, a jelátvitel több szintjén is (104). 
Tekintve a ceramid eddig leírt sokrét , lipidmembránokra gyakorolt biofizikai valamint 
funkcionális sejtélettani hatásait, pontos hatásmechanizmusának illetve molekuláris 
célpontjainak megismerése egyaránt kritikus kérdés a T-sejtek, és általánosságban véve az 
immunrendszer más sejtjeinek homeosztázisában betöltött szerepére vonatkozólag. 
 
A fentiek alapján, munkánk alapvet  célkit zései illetve vizsgált kérdései a következ k 
voltak: 
 A ceramid sejtélettani- (plazmamembrán potenciál) illetve membránállapotra 
(mikrodoménszerkezet, -eloszlás) gyakorolt közvetlen hatásainak vizsgálata T-sejteken.  
 
 A T-sejtek antigénspecifikus aktivációját negatívan szabályozó ceramidszignálok 
hatásmechanizmusának vizsgálata, különös tekintettel az aktivációs kalcium szignálra, 
valamint újabb molekuláris célpontok azonosítása. A ceramidszenzitív és T-sejt aktivációs 
Ca2+-szignálban érintett ioncsatorna fehérjék azonosítása.  
 
 A membránceramid-akkumuláció és az apoptózis kaszpázfügg  mitokondriális 
útvonalának kapcsolata, id beli összefüggéseinek vizsgálata. 
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 Mennyire tekinthet  általános érvény  szabályozási mechanizmusnak a ceramidok 
antigénindukált aktivációs Ca2+-szignált gátló valamint apoptózist indukáló hatása 
különböz  érettségi- illetve differenciáltsági állapotú immunsejteken (B- és T-limfociták, 
bazofil leukociták (hízósejtek)? 
 
 
 Ismert tény, hogy az ösztrogének alapvet  szerepet játszanak a hypothalamus, az 
ivarmirigyek (gonádok) és az agyalapi mirigy m ködésének szabályozásában. Ezen túl, az 
ösztrogének, mint pleiotróp hatású hormonok, jelent s védelmi szerepet töltenek be a 
központi idegrendszerben, els sorban a neurodegeneratív kórképek vonatkozásában. 
Ugyanakkor az ösztrogének egyéb perifériás hatásai, többek között az adaptív 
immunrendszer (B- és T-limfociták) m ködésére gyakorolt hatások, bár ismertek, 
korántsem feltártak. Feltételezhet  többek között, hogy számos autoimmun betegség esetén 
a kritikus gének transzkripciós szabályozása nemi hormonok által szabályozott. Az 
ösztrogénhatás egyik megnyilvánulása a neurodegeneratív megbetegedésekkel szembeni 
véd  hatás valamint a bizonyos autoimmun kórképek esetében (pl. SLE) megfigyelt 
érzékenyít  hatás, amely feltehet en a limfociták aktivációs küszöbének modulálásán 
keresztül valósulhat meg. Az ösztradiol hormon gyors, „nem genomiális” hatásainak 
mechanizmusa limfocitákon egyel re nem tisztázott. 
 
Így az alábbi kérdésekre kerestük a választ: 
 Expresszálódnak-e és hol lokalizálódnak az intracelluláris ösztrogén receptor  és  
altípusai T-sejteken?  
 
 Vannak-e az ösztradiolnak specifikus, gyors (nem genomiális) közvetlen hatásai 
limfocitákra, pl. a Ca2+-homeosztázis és a proteinfoszforilációs mintázat tekintetében? 
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 IP12-7 egér TH-hibridóma sejtvonal: humán influenza vírus (A/PR/8/34 – H1N1 
szubtípus)  hemagglutinin (HA) fehérje HA1-alegysége C-terminálisának 317-329 
aminósavrégióját tartalmazó szintetikus peptiddel (HA317-329) el immunizált, majd az 
A/PR/8/34 vírussal fert zött BALB/c egérb l kifejlesztett, effektor/memória 
fenotípussal jellemezhet  CD4+ T-sejt-vonal. A hibridóma a VTGLRNIPSIQSR 
szekvenciájú szintetikus peptid I-Ed MHCII molekulával alkotott komplexét felismer  
TCR-rel rendelkezik. (A HA317-329 peptid szintézise szilárd fázisú tBoc módszerrel, 
tisztítása nagynyomású folyadékkromatográfiával (HPLC) történt (tisztaság >96%), 
aminósav-analízissel és tömegspektroszkópiával jellemezve. M=1439 g/mol) 
 Jurkat humán T-limfóma (ATCC TIB152) 
 JCam Jurkat Lck-deficiens humán T-limfóma  
 2PK3 immortalizált BALB/c egér eredet  B-sejt-limfóma vonal (ATCC TIB 203, I-
Ed/E dA d), mint antigénprezentáló sejt 
 A20 egér eredet , érett fenotípusú B-limfóma (ATCC TIB208) 
 X16C egér eredet  marginális zóna fenotípussal jellemezhet  B-limfóma 
 38C-13 egér eredet  éretlen fenotípusú B-limfóma 
 ST486 Burkitt-limfóma eredet , érett fenotípussal jellemezhet  humán B-sejtvonal 
 BL41 Burkitt-limfóma eredet , érett fenotípussal jellemezhet  humán B-sejtvonal 
 RBL-2H3 patkány eredet  bazofil leukémia sejtvonal, mukóza típusú hízósejt 
fenotípus 
 6-8 hetes n stény C57BL6/J egerekb l izolált lép eredet  B- és T-sejtek  
 
 A T- és B-sejteket komplett RPMI tápoldatban, míg az RBL-2H3 sejteket 5% FCS 
tartalmú DMEM médiumban, 37 oC-on, CO2-termosztátban tenyésztettük. 
 Az ösztrogénnel végzett kísérleteket megel z en a sejtvonalakat 1 napig 






3.2. Tápoldatok, pufferek, oldatok: 
 
 komplett RPMI tápfolyadék: RPMI 1640 2 mM L-glutaminnal, 2 mM Na-piruváttal, 
50 M 2-merkaptoetanollal, antibiotikumokkal, 5% (egér eredet  sejtekhez) illetve 
10% (BL41, Jurkat) vagy 20% (ST486) magzati borjúszérummal (Fetal Calf Serum–
FCS) kiegészítve 
 szérummentes RPMI tápfolyadék: RPMI 1640 2 mM L-glutaminnal, 2 mM Na-
piruváttal, 50 M 2-merkaptoetanollal, antibiotikumokkal kiegészítve, fenolvörös 
nélkül 
 DMEM tápfolyadék 2 mM L-glutaminnal, antibiotikumokkal és 5% FCS-sel 
kiegészítve, 
 szteroidmentes magzati borjúszérum (Invitrogen/GIBCO, Carlsbad, CA, USA) 
 GKN-oldat: 8 g NaCl, 0.4 g KCl, 1.77 g Na2HPO4 x 2 H2O, 0.69 g Na2HPO4, 2 g D-
glükóz, 0.01 g fenolvörös 1000 ml desztillált vízben beoldva, pH 7.4 
 PBS: foszfáttal pufferelt fiziológiás sóoldat, pH 7.4 
 FACS-puffer: 0.5% FCS és 1 g/l Na-azid tartalmú PBS 
 MACS puffer: PBS, 0.5% BSA, 2 mM EDTA 
 lízispuffer: 10 mM Tris, 10 mM Na2HPO4, 130 mM NaCl, 10 mM Na-pirofoszfát, 1% 
Triton X-100, pH 7.2, 10 g/ml aprotinin, 5 g/ml leupeptin, 10 g/ml pepstatin, 0.2 
mM fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF), 2 mM Na-O- vanadát 
 Hank-féle puffer: 143 mM NaCl, 1 mM Na2SO4, 5 mM KCl, 1 mM Na2HPO4, 0.5 
mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 5 mM D-glükóz, 10 mM HEPES, pH 7.4 
 normál Ringer-oldat: 160 mM NaCl, 4.5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 5 
mM HEPES, pH 7.4 
 kalciummentes Ringer-oldat: 160 mM NaCl, 4.5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 5 mM 
HEPES, pH 7.4 
 ACK oldat (vörösvérsejt lízispuffer),150 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3,  0.1 mM 
EDTA, pH 7.2- 7.4.  
 propidium-jodid tartalmú hipotóniás sejtpermeabilizáló/extraháló oldat: 0.1% 
Na-citrát, 0.1% Triton X-100, 50 g/ml propidium-jodid 
 3%-os paraformaldehid (PFA) frissen oldva PBS-ben. 
 30 %-os akrilamid oldat, 3.3 % N,N-metilén-biszakrilamiddal 
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3.3. Reagensek, festékek, ellenanyagok: 
 
 C2-ceramid (C2-CER) (N-acetil-D-szfingozin) (Biomol) dimetil-szulfoxidban 
(DMSO) oldva 
 17 -ösztradiol (E2) (Sigma) 100%-os etanolban oldva 
 E2-BSA 17 -ösztradiol 6-(O-karboximetil)-oxim–BSA (Sigma) 
 E2-BSA-FITC 17 -ösztradiol 6-(O-karboximetil)-oxim–BSA-fluoreszcein 
izotiocianát konjugátum (Sigma) 
Az E2-BSA és E2-BSA-FITC preparátumokban lev  szabad ösztradiolt ultrasz réssel 
távolítottuk el felhasználás el tt (P.E. Stevis és munkatársai: Endocrinology, 1999. 
140:5455-5458).  
 BSA-FITC marha szérum albumin fluoreszcein izotiocianáttal konjugálva 
 gramicidin (Sigma) DMSO-ban oldva 
 ionomycin (Sigma) DMSO-ban oldva 
 thapsigargin (Sigma) DMSO-ban oldva 
 nifedipine (Sigma) DMSO-ban oldva 
 (-) és (+) Bay K 8644 (Sigma) DMSO-ban oldva 
 BODIPY FL C5-ceramid BSA komplexe (Invitrogen/Molecular Probes) desztillált 
vízben oldva 
 BODIPY FL-X ryanodine (Invitrogen/Molecular Probes) DMSO-ban oldva 
 DiBAC4(3) (bis-oxonol) (Invitrogen/Molecular Probes): negatív töltés , lipofil, 
potenciál-szenzitív fluoreszcens festék, 300 M koncentrációban 100%-os etanolban 
oldva 
 propidium-jodid (Sigma): fluoreszcens DNS-festék, 1 mg/ml koncentrációban PBS-
ben oldva 
 DRAQ5 (Biostatus) 
 DiOC6(3) (3,3’dihexiloxakarbocianin-jodid) (Invitrogen/Molecular Probes): pozitív 
töltés , lipofil, potenciál-szenzitív fluoreszcens festék, 0.1 M koncentrációban DMSO-
ban oldva 
 Alexa 488, -555, -647 fluoreszcens festékkel konjugált koleratoxin B-alegység 
(Invitrogen/Molecular Probes): GM1-gangliozid (raftmarker lipid) festéshez, 40 g/ml 
koncentrációban PBS-ben oldva 
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 Fluo-3 és Fluo-4 AM (acetoxi-metilészter) (Invitrogen/Molecular Probes): Ca2+-
szelektív fluoreszcens indikátor, 1 mg/ml koncentrációban Pluronic F-127 tartalmú 
DMSO-ban oldva 
 Fura-2 AM (acetoxi-metilészter) (Invitrogen/Molecular Probes): Ca2+-szelektív 
fluoreszcens indikátor, 1 mg/ml koncentrációban Pluronic F-127 tartalmú DMSO-ban 
oldva 
 
 Asp2-Rhodamine 110 (Invitrogen/Molecular Probes) fluorogén kaszpázszubsztrát, 
DMSO-ban oldva 
 H2O2  
 tripánkék: vitális festék sejtszámoláshoz, 0.8 g beoldva 500 ml 145 mM NaCl-
oldatban 
 monoklonális anti-egér Fas ellenanyag (Jo2), örmény hörcsög IgG2 izotípus (BD 
Pharmingen) 
 rekombináns TNF (László Glória ELTE, Budapest) 
 monoklonális anti-ceramid ellenanyag (MID-15B4), egér IgM (Alexis)  
 monoklonális anti-egér CD3 ellenanyag (145-2C11), hörcsög IgG (László Glória 
ELTE, Budapest) 
 monoklonális anti-humán CD3 (MEM-57), egér IgG2a (ImmunoTools) 
 kecske anti-egér IgM (Fab )2 ellenanyag (Dr. J. Haimovich, Tel Aviv 
University,Israel) 
 kecske anti-egér IgM-biotin(Southern Biotechnology Associates,UK) 
 kecske anti-humán IgG+IgM (Fab )2  (Jackson Immunoresearch) 
 2,4-dinitrobenzén-szulfonsav (DNP)-specifikus IgE izotípusú monoklonális 
ellenanyag 
 DNP11-BSA konjugátum 
 anti-Cav1.2 nyúl poliklonális ellenanyag (Alomone Labs) 
 Cav1.2 kontroll pepid (Alomone Labs) 
 anti-Cav1.3 nyúl poliklonális ellenanyag (Alomone Labs) 
 Cav1.3 kontroll peptid (Alomone Labs) 
 anti-ER  (MC-20) poliklonális nyúl IgG, (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 
 anti-ER  (Z8P1) nyúl ellenanyag (Zymed, San Francisco, CA, USA) 
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 nyúl anti-hörcsög IgG (Southern Biotechnology Associates,UK) 
 anti-egér CD24 (HSA) patkány IgG2b , M1.69.16.11. (László Glória ELTE, 
Budapest) 
 Alexa 647-tel konjugált anti-egér Thy-1 (CD90) patkány IgG2c , G7.4 klón (László 
Glória ELTE, Budapest) 
 fikoeritrinnel (PE) konjugált anti-humán CD3 (Immunotools) 
 anti-humán CD48 Alexa 488 (MEM-102) 
 FITC-cel és Cy5-tel konjugált anti-egér IgM (II/41) ellenanyag (László Glória 
ELTE, Budapest) 
 kecske anti-nyúl IgG (H+L) Alexa Fluor 488 és -647 (Invitrogen/Molecular Probes, 
Carlsbad, CA,USA) 
 Alexa 647-tel konjugált anti patkány IgG2b (MAR 4/4) egér IgG1, (László Glória 
ELTE, Budapest) 
 anti-foszfo-AKT 1/2/3 (Ser473) affinitás tisztított poliklonális nyúl IgG (Santa Cruz 
Biotechnology, CA, USA) 
 anti-foszfo-p44 (ERK 1) / p42 (ERK2) (Thr202/Tyr204) poliklonális nyúl IgG (Cell 
Signaling Technology, MA, USA) 
 anti-foszfo-ERK1 (Thr 202/Tyr204) / ERK2 (Thr185/Tyr187) poliklonális nyúl 
ellenanyag (Sigma) 
 anti-ERK monoklonális egér IgG2a (Transduction Laboratories, UK) 
 anti-SH-PTP2 poliklonális nyúl IgG, C-18 (Santa Cruz Biotechnology,CA, USA) 
 kecske anti-egér IgM és IgG -HRP (Southern Biotechnology Associates,UK) 
 kecske anti-nyúl IgG (H+L)-HRP (Southern Biotechnology Associates,UK) 














3.4.1. Lépsejtek izolálása, T- és B-sejt szeparálás 
 
A 6-8 hetes C57BL/6 n stény egerekb l, cervikális diszlokációt követ en, eltávolítottuk 
a lépet. A lépsejteket fenolvöröst nem tartalmazó GKN oldatban mechanikai 
roncsolással nyertük ki. A vörösvérsejtek lízisét 5 ml ACK oldattal 1 percig történ  
kezeléssel váltottuk ki. 
A T-sejteket MACS mágneses szeparáló rendszerrel izoláltuk (Miltenyi Biotech. GmbH, 
Bergisch Gladbach, Germany) a használati útmutatónak megfelel en, negatív szelekciós 
eljárást alkalmazva. A szeparálás során biotinnal konjugált kecske anti-egér IgM 
ellenanyagot, anti-biotin ellenanyaggal fededtt mágneses szeparáló gyöngyöt (Miltényi 
Biotech.) és LS típusú MACS oszlopot használtunk. A kapott T-sejtben gazdag frakciót 
fenolvörös nélküli RPMI 1640 médiumban szuszpendáltuk fel. 
A B-sejtek szeparálásához negatív szelekción alapuló EasySep Mouse B cell Enrichment 
kitet (StemCell Technologies) használtunk, szintén a gyártó cég ajánlása szerint. A 
szeparálás hatékonyságát áramlási citofluorimetriás méréssel ellen riztük. 
 
3.4.2. Immunfluoreszcens jelölések, áramlási citometria, konfokális mikroszkópia 
 
A kísérletek során 106 sejtet használtunk mintánként. 
A sejtfelszíni ceramidfelszabadulás detektálásakor az IP12-7 T-sejteket 1 g/ml anti-
egér Fas (Jo2) ellenanyaggal vagy 20 ng/ml TNF -val kezeltük 37oC-on komplett 
RPMI médiumban. Adott id t követ en a sejteket mostuk jéghideg FACS-pufferben, 
majd anti-ceramid ellenanyaggal és fluoreszcens másodlagos ellenanyaggal jelöltük 
jégen 30-30 percig. A sejteket 3%-os paraformaldehiddel fixáltuk 30 percig jégen. 
 
A fluoreszcens ceramid felvételének vizsgálata során a Jurkat T-sejteket jéghideg Hank-
féle pufferrel végzett mosást követ en 5 M Bodipy FL C5-ceramid jelenlétében 30 
percig jégen jelöltük. Mosást követ en a sejteket további 1, 5, 30 percig 37oC-on 
inkubáltuk, végül jéghideg 3%-os paraformaldehiddel fixáltuk 30 percig jégen. 
 
A ceramid raftlokalizációra gyakorolt hatásának vizsgálatakor a Jurkat sejteket 25 M  
végkoncentrációban C2-ceramiddal kezeltük 37oC-on médiumban, majd mostuk 
jéghideg FACS-pufferrel. A sejteket anti-humán CD3-PE és anti-humán CD48-Alexa 
488 ellenanyaggal 30 percig, az Alexa 647-tel konjugált Choleratoxin B-vel 10 percig 
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jelöltük jégen. Mosást követ en a sejteket 3%-os paraformaldehiddel fixáltuk 30 percig 
jégen. 
 
A Cav-ioncsatornák lokalizációjának vizsgálatakor bizonyos esetekben a sejteket Alexa 
488 illetve -647-tel konjugált Choleratoxin B-vel jelöltük 10 percig jégen, máskor az 
endoplazmás retikulum (ER) festéséhez BODIPY FL-X ryanodine-nal 1 M 
végkoncentrációban 10 percig 37oC-on festettük. Mosást követ en a sejteket 0.1% 
szaponint tartalamzó FACS-pufferben permeabilizáltuk, majd 3 g/ml 
végkoncentrációban anti-Cav1.2 és anti-Cav1.3 ellenanyaggal jelöltük jégen 30 percig. 
Az ellenanyagok specificitásának ellen rzésére szolgáló kontroll mintáknál az 
ellenanyagokat, a sejtekhez történ  hozzáadás el tt, a nekik megfelel  kontrollpeptid 
feleslegben vett mennyiségével (3 g/ml) inkubáltuk együtt szobah mérsékleten 30 
percig. Másodlagos ellenanyagként Alexa 488 illetve -647-tel konjugált anti-nyúl IgG 
(H+L) reagenst használtunk. A sejtmagok festéséhez DNS-specifikus DRAQ5 festéket 
használtunk 2.5 M végkoncentrációban. A jelölés végén a sejteket 3%-os 
paraformaldehiddel fixáltuk 30 percig jégen. 
 
A klasszikus ER  és - intracelluláris lokalizációjának vizsgálata során a sejteket 
Alexa 555-Choleratoxin B-vel jelöltük 10 percig jégen. Mosást követ en a sejteket 
0.1% szaponint tartalamzó FACS-pufferben permeabilizáltuk, majd nyúl poliklonális 
anti-ER  illetve nyúl anti-ER  ellenanyaggal jelöltük jégen 30 percig. Mosás után a 
sejteket Alexa 488 vagy -647-tel konjugált anti-nyúl IgG (H+L) ellenanyaggal, valamint 
a sejtmag festéséhez 2.5 M DRAQ5 DNS-festékkel inkubáltuk 30 percig jégen. 
Mosást követ en a sejteket 3%-os paraformaldehiddel fixáltuk 30 percig jégen. 
 
A plazmamembrán ösztrogénreceptorok jelölésekor a sejteket 1 mg/ml 
végkoncentrációban E2-BSA-FITC-cel, kontrollként BSA-FITC-cel inkubáltuk 
szobah mérsékleten 15 percig. A kolokalizációs kísérleteknél a sejteket Alexa 555-
Choleratoxin B-vel, a T-sejtek esetében Alexa 647-tel konjugált patkány anti-egér Thy-
1-gyel, a B-sejtek esetében patkány anti-egér CD24-gyel és Alexa 647-tel jelölt anti 
patkány IgG2b ellenanyaggal jelöltük. Mosást követ en a sejteket a sejteket 3%-os 
paraformaldehiddel fixáltuk 30 percig jégen. 
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Az áramlási citometriás méréseket egy Ar+ lézerrel (488 nm) és egy vörös dióda lézerrel 
(~ 635 nm) felszerelt BD FACSCalibur (Becton-Dickinson, San José, CA, USA) 
készülékkel végeztük. Az adatgy jtés és kiértékelés CellQuest Pro szoftverrel (Becton-
Dickinson) történt.  
 
A fluoreszcens mikroszkópiás felvételek egy Ar+ lézerrel (488 nm), egy zöld (543 nm) és 
egy vörös (632 nm) lézerrel felszerelt Olympus IX81 FLUOView 500 lézerpásztázó 
konfokális mikroszkóppal (Hamburg, Germany) készültek. A fluoreszcens és DIC 
(differenciál interferencia kontraszt) képek 512 512 pixel képfelbontásban, 10  száraz 
és 60  olajimmerziós objektívvel kerültek felvételre. A képfeldolgozást és kiértékelést a 
“Wright Cell Imaging Facitility” weboldaláról elérhet  Image J szoftverrel (Wayne 
Rasband, NIH, Bethesda) és kolokalizációs segédprogramjaival végeztük.  
 
3.4.3. A plazmamembrán-potenciál vizsgálata áramlási citofluoriméterrel 
 
Mintánként 106 sejtet 2 ml PBS-ben szuszpendáltunk, és 150 nM bis-oxonol 
(DiBAC4(3)) potenciálérzékeny fluoreszcens festék jelenlétében 10 percig, sötétben, 37 
oC-on történ  inkubáltunk, majd a sejtekhez 1 g/ml végkoncentrációban propidium-
jodidot adtunk a halott sejtek mérésb l történ  kizárása érdekében. Ezt követ en BD 
FACSCalibur áramlási citofluoriméterrel, az FL1 csatornában mértük a bis-oxonol, FL3 
csatornában pedig a propidium-jodid fluoreszcenciáját. Ezután az egyes mintákat C2-
ceramiddal vagy H2O2-vel kezeltük adott végkoncentrációban, majd 20 percig követtük 
nyomon a propidium-jodid festésre negatív sejtek bis-oxonol fluoreszcenciáját. A 
DiBAC4(3) egy negatív töltés , potenciálérzékeny fluoreszcens festék, amelynek sejtek 
általi felvétele az extracelluláris tér és membrán közötti potenciálfügg  megoszlási 
egyensúly alapján történik. A plazmamembrán-potenciál nyugvó T-sejtekben általában a 
K+ ionok egyensúlyi kémiai potenciáljának megfelel , –55 mV körüli érték. A 
sejtmembrán depolarizációja esetén fokozott festékfelvétel, míg hiperpolarizáció esetén 
csökkent festékfelvétel tapasztalható. Bizonyos esetekben 100 M LaCl3 jelenlétében 
vizsgáltuk a változásokat. A maximális depolarizáció kiváltására 100 mM KCl-ot és 10 






3.4.4 Az intracelluláris Ca2+-felszabadulás vizsgálata 
 
Az áramlási citometriás vizsgálatok során 5 106 sejtet 1 ml komplett RPMI médiumban 
vettünk fel, és 10 g/ml Fluo-3 vagy Fluo-4 AM Ca2+-szenzitív fluoreszcens festék 
jelenlétében 30 percig 37 oC-os rázatófürd ben, majd 9 ml komplett RPMI hozzáadása 
után további 30 percig inkubáltuk. Kétszeri GKN-oldattal végzett mosás után a sejtek 
koncentrációját komplett RPMI-vel 1x106/ml-re állítottuk be. A mintákhoz 1 mg/ml 
végkoncentrációban propidium-jodidot adtunk az elpusztult sejtek mérés közbeni 
elkülöníthet sége érdekében. A Fluo-3 és Fluo-4 festék jelét az áramlási citométer FL1 
csatornájában, a propidium-jodid jelét az FL3 csatornában detektáltuk. Az alapjel 
felvételét követ en az IP12-7 sejteket HA317-329 influenzapeptiddel el inkubált 2PK3 B-
sejtekkel, mint antigéprezentáló sejtekkel, a korábban már leírt módon (104) aktiváltuk. 
A Jurkat T-sejteket 1 g/ml anti-humán CD3 ellenanyaggal, az egér eredet  B-sejteket 3 
g/ml anti-egér IgM (Fab )2 ellenanyaggal, a humán B-sejteket 0.5 g/ml anti-humán 
IgG+IgM (Fab )2 ellenanyaggal aktiváltuk. Az RBL-2H3 sejteket az aktiváció el tt 2,4-
dinitrobenzén-szulfonsav (DNP)-specifikus IgE izotípusú monoklonális ellenanyaggal 
szenzitizáltuk, majd 50 ng/ml DNP11-BSA konjugátummal aktiváltuk. 
 
A Ca2+-szignál egyedi sejtek szintjén történ  vizsgálatakor a sejteket fenolvörös mentes 
RPMI-1640 médiumban normál Ringer-oldatban szuszpendáltuk fel a sejtkoncentrációt 
5 106/ml-re állítva. A speciálisan mikroszkópiás célra használatos sejttenyészt  
kamrában (Lab-Tek borosilicate chambered coverglass (NUNC, Rochester, NY, USA)) 
100-100 l sejtet cseppentettünk ki mintánként, és 30 percig szobah mérsékleten 
hagytuk a sejteket kitapadni az üvegfelszínre. Ezt követ en a sejteket 10 g/ml Fluo-4 
festékkel inkubáltuk fenolvörös mentes RPMI-1640 médiumban 37 oC-on CO2-
termosztátban 30 percig. Óvatos mosást követ en a sejtekre fenolvörös mentes RPMI-
1640 médiumot pipettáztunk, majd 100 nM E2-vel vagy E2-BSA-val illetve 1 g/ml 
ionomycinnel kezeltük ket. Az egyedi sejtek fluoreszcenciájának id beli változását 
Olympus IX81 FLUOView 500 lézerpáztázó konfokális mikroszkóppal követtük, 10  
objektívet alkalmazva, 0.44 sec/képkocka id felbontással. A Fluo-4 festék 
gerjesztéséhez az Ar+-lézer 488 nm hullámhosszúságú vonalát használtuk. Az adatok 
feldolgozásakor a sejtenkénti átlagfluoreszcencia-intenzitásokat a sejtek DIC képen 
kapott fényintenzitási értékeire normalizáltuk. A Fura-2 festékkel végzett mérések során 
a sejteket normál Ringer-oldatban szuszpendáltuk fel a sejtkoncentrációt 5 106/ml-re 
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állítva. 100-100 l sejtet cseppentettünk ki mintánként a perfúziós kamrába, és 30 
percig szobah mérsékleten hagytuk a sejteket kitapadni az üvegfelszínre. A sejteket 1 
M Fura-2 festékkel normál Ringer-oldatban inkubáltuk 37 oC-on CO2-termosztátban 
30 percig. Óvatos mosást követ en a sejtekre normál Ringer-oldatot pipettáztunk, majd 
100 M végkoncentrációban az L-típusú Ca2+-csatorna antagonista (+) Bay K 8644-
gyel illetve agonista (-)-Bay K 8644-gyel kezeltük a sejteket normál illetve 
kalciummentes Ringer-oldatban perfúziós rendszerben. A mérés során a Fura-2 Ca2+-t 
kötött formájának megfelel  350 nm-, illetve a festék szabad formájának megfelel  390 
nm hullámhosszúságú fénnyel történ  gerjesztés mellett 510 nm-en detektáltuk a 
fluoreszcencia intenzitást, majd az adatok kiértékelésekor a gerjesztési hullámhosszakon 
kapott fluoreszcencia intenzitási értékek hányadosát (350 nm/390 nm) képeztük. 
 
 
3.4.5. A kaszpázaktivitás áramlási citometriás vizsgálata 
 
Mintánként 2.5 105 IP12-7 sejtet 1 ml komplett RPMI tápoldatban 25 M C2-
ceramiddal kezeltünk 37 oC-on CO2-termosztátban 24-lyukú sejttenyészt  lemezen. Az 
inkubációs id  elteltével a sejteket egyszer mostuk , majd inkubáltuk 50 l Hank-féle 
pufferben 50 M Asp2-Rhodamine 110 fluorogén általános kaszpázszubsztrát 
jelenlétében 30 percig 37 oC-on CO2-termosztátban. Mosást követ en a sejteket 300 l 
1 g/ml végkoncentrációban propidium-jodidot tartalmazó jéghideg Hank-féle pufferben 
szuszpendáltuk. Aktív kaszpázok hatására a sejtekbe került szubsztrátmolekuláról 
lehasadnak az aszpartát-oldaláncok, és az így felszabadult Rhodamine 110 festék 
fluoreszcenssé válik. A Rhodamine festék jelét az áramlási citométer FL1 csatornájában, 
a propidium-jodid jelét az FL3 csatornában detektáltuk. Az értékelés során a propidium-
jodidra negatív sejtek Rhodamin 110 fluoreszcenciáját hasonlítottuk össze. 
 
3.4.6. A mitokondriális membránpotenciál áramlási citometriás vizsgálata 
 
24-lyukú sejttenyészt  lemezen lyukanként 2.5 105 sejtet 1 ml komplett RPMI 
tápoldatban adott végkoncentrációban C2-ceramiddal kezelve 37 oC-on inkubáltunk 
CO2-termosztátban. Ezután a sejteket mostuk, majd 50 l Hank-féle pufferben 100 nM 
DiOC6(3) jelenlétében 30 percig 37 oC-on CO2-termosztátban inkubáltuk. Újabb mosást 
követ en a sejteket 1 g/ml végkoncentrációban propidium-jodidot tartalmazó jéghideg 
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Hank-féle pufferben szuszpendáltuk. A DiOC6(3) lipofil jellegének és pozitív töltésének 
köszönhet en képes bejutni a sejt belsejébe és ott a negatívan töltött organellumokhoz, 
mint pl. a mitokondriumhoz, köt dni, mégpedig annak töltöttségi állapota által 
meghatározott mértékben. Így ha a mitokondrium depolarizálódik, a sejtek kisebb 
mértékben veszik fel a festéket, ezáltal csökkent mérték  fluoreszcencia intenzitást 
tapasztalhatunk. A DiOC6(3) festék fluoreszcens jelét az áramlási citofluoriméter FL1 
csatornájában, a propidium-jodid jelét az FL3 csatornában detektáltuk. 
 
3.4.7. A DNS-fragmentáció áramlási citometriás vizsgálata 
 
Komplett RPMI tápoldattal készült 2.5 105 sejt/ml koncentrációjú sejtszuszpenzió 1-1 
ml-ét osztottuk szét lyukanként 24-lyukú sejttenyészt  lemezen. A sejteket adott 
koncentrációjú C2-ceramid jelenlétében 6 órán át 37 oC-on inkubáltuk CO2-
termosztátban. Ezt követ en a sejteket lecentrifugáltuk és a pelletet 300 l propidium-
jodid tartalmú hipotóniás permeabilizáló oldatban vettük fel, majd 4 órán át 4 oC-on 
tovább inkubáltuk. A minták fluoreszcencia intenzitásának mérése az áramlási 
citofluoriméter FL3 csatornájában történt. 
 
3.4.8. Sejtstimulálás, sejtlizis, SDS-PAGE gélelektroforézis és Western blot 
 
Mintánként 5 106 sejtet használtunk. A sejteket az aktiválás el tt 1 órával 
szérummentes médiumban vettük fel, és 37 oC-on CO2-termosztátban inkubáltuk. A 
ceramiddal végzett kísérletek során a sejteket 10 percig 25 M C2-ceramiddal illetve 
kontrollként DMSO-val kezeltük, majd mosást követ en 3 g/ml anti-egér IgM (Fab )2 
ellenanyaggal vagy 0.5 g/ml anti-humán IgG+IgM (Fab )2 ellenanyaggal aktiváltuk 
különböz  ideig (10 másodperc, 1 perc, 10 perc). Az ösztrogénnel kapcsolatos 
vizsgálatoknál a sejteket 1 nM, 10 nM, 100 nM 17 -ösztradiollal, kontrollként az 
ösztrogénnek megfelel  mennyiség  100%-os etanollal, a T-sejteket 50 g/ml anti-egér 
CD3 ellenanyaggal, a B-sejteket 6 g/ml anti-egér IgM (Fab )2 ellenanyaggal kezeltük 5 
percig. Az aktivációs id  lejártával a sejteket lecentrifugáltuk (14000 rpm, 20 
másodperc), a felülúszót eltávolítottuk, majd a sejtpelleteket folyékony nitrogénben 
lefagyasztottuk. Ezt követ en a sejteket 100 l lízis pufferben 30 percen keresztül 
inkubáltuk jégen id nként er s szuszpendálást alkalmazva, majd a mintákat 14000×g 
sebességgel 15 percig 4 oC-on centrifugáltuk. A felülúszókból 80-80 l-t 20-20 l 
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ötszörös töménység  SDS-PAGE mintapufferrel 5 percig 95 oC-on inkubáltunk. Az 
elkészített mintákból zsebenként 20-20 l-t vittünk fel a 0.75mm vastagságú 10%-os 
SDS PAGE gélre. Az elektroforézist Bio-Rad márkájú Mini-PROTEAN 3 Cell 
készülékben végeztük 140 V feszültség mellett. Az elektroforézis során szétválasztott 
fehérjéket nitrocellulóz membránra (Bio-Rad) blottoltuk 25 V feszültségen 30 percig 
Bio-Rad Trans-Blot Semi Dry készülékben. A kiválasztott célfehérjék kimutatásához a 
membránokat adott specificitású els dleges ellenanyaggal, illetve HRP-vel konjugált 
másodlagos ellenanyaggal inkubáltuk, majd Super Signal West Pico kemilumineszcens 





4.1. Ceramidok szabályozó hatásai a T sejtek aktiváció/sejthalál 
egyensúlyára 
 
Munkacsoportunk korábbi vizsgálatai alapján a ceramid apoptotikus hatása a T-
helper (TH) sejtekben a szignál er ssége és id tartama által szigorúan meghatározott (104). 
Míg az er s, hosszabb ideig fennálló (> 1 óra) stimulusok az apoptózis valamennyi 
jellegzetes folyamatát (sejtfelszíni foszfatidil-szerin transzlokáció, mitokondriális 
depolarizáció, az effektor kaszpáz-3 aktivációja, DNS-fragmentáció) aktiválják, addig a 
mérsékelt, rövid idej  (10 perc) szignálok esetén ezek egyike sem tapasztalható, a T-sejtek 
életképessége nem változik. A jelenséget tovább vizsgálva, az apoptózist nem indukáló 
ceramidstimulusok azonban hatékonyan gátolni képesek a T-sejt aktiváció korai (Ca2+-
szignál, Akt- és ERK foszforiláció) és kés i jelátviteli elemeit (CD69 expresszió, IL-2 
termelés) (1. ábra). Az aktivációs Ca2+-szignált érint  gátlás háttérmechanizmusával 
kapcsolatban sikerült azonosítanunk néhány lehetséges okot: membránszerkezeti hatások, 
plazmamembrán-depolarizáció, a Kv1.3 feszültségfügg  K+-csatornára kifejtett gátló hatás, 
folyamat részleteinek megértése viszont további vizsgálatokat igényel. Így célunk volt a 
ceramid membránhatásainak további vizsgálata, a Ca2+-szignált érint  esetleges további 




1. ábra: A stresszindukált ceramidszignálok antigénspecifikus T-sejt aktivációra gyakorolt 
gátló hatása (Gombos és munkatársai nyomán, Immunology Letters, 2006;104: 59-69) 
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4.1.1. A receptorindukált ceramidfelszabadulás detektálása és a ceramid „útja” a T-
sejtben 
 
A receptor- illetve stressz szignálok által indukált szfingomielinhidrolízis kinetikája 
az azt kiváltó stimulustól és az érintett sejt típusától függ, általánosságban azonban két 
forma különíthet  el. Az esetek nagy többségében a szfingomielin hidrolízise a stimulust 
követ en már viszonylag rövid id n belül, pár perc után detektálható, amely arra utal, hogy 
ez a korai esemény a plazmamembrán közelében zajlik, és a savas és neutrális 
szfingomielináz aktiválódásának köszönhet . Ugyanakkor sok esetben megfigyelhet  egy 
csak órákkal kés bb jelentkez  ceramidszintbeli növekedés, amelyben a neutrális 
szfingomielináznak és a de novo ceramidszintézisnek van szerepe. Utóbbi valószín síti, 
hogy a szfingomielin-ceramid útvonal az apoptózis kés i, effektor szakaszában is ellát 
bizonyos funkciókat, pl. az apoptotikus sejtfelszíni membránlef z dések (blebek) 
képz désében (46, 51). 
Megvizsgáltuk, hogy két bizonyítottan szfingomielinhidrolízist kiváltó receptor 
(Fas, TNFR) stimulálása esetén mikor jelentkezik el ször detektálható mennyiség  

















2. ábra: A Fas és TNF-receptorok stimulálását követ  membránceramid-felszabadulás 
detektálása IP12-7 T-sejteken 
A sejteket 1 g/ml anti-Fas (Jo2) ellenanyaggal (A, B) illetve 20 ng/ml TNF -val kezeltük 37 oC-on. 
Adott id t követ en a sejteket PBS-ben mostuk, majd monoklonális anti-ceramid ellenanyaggal és 
rá specifikus fluoreszcens másodlagos ellenanyaggal jelöltük. A fluoreszcenciaintezitás vizsgálatát 
áramlási citofluorimetriával (A, C) illetve konfokális lézerpásztázó mikroszkópiával (B). vizsgáltuk 
(DIC+fluoreszcens kép). 
 
Eredményeink szerint a sejtek jelent s százalékában ceramidfelszabadulás 
tapasztalható a Fas receptor stimulálását követ en rendkívül gyorsan, 5-10 percen belül. 
Ugyanakkor a TNF-receptoron keresztüli aktiváció után csak mintegy 2 órával detektálható 
el ször ceramidakkumuláció a sejtekben. A konfokális mikroszkópiás vizsgálat szerint a 
Fas receptor esetében az anti-ceramid ellenanyag jellegzetes foltos membránfest dést 
mutat a sejteken.  
A ceramid a természetben el forduló egyik leghidrofóbabb lipidféleség, ebb l a 
tulajdonságból adódóan a ceramidmolekulák a szfingomielinb l való felszabadulást 
követ en jellemz en membránhoz kötött állapotban maradnak, így valószín síthet , hogy 
sokrét  biológiai hatásukat is a membránokra illetve a membránokhoz asszociálódó 
célmolekulákra kifejtve érik el. Pagano és munkatársai fibroblaszt sejteken kimutatták, 
hogy a fluoreszcens ceramidanalógok gyors internalizációt követ en hamar feldúsulnak a 
endoszomális- illetve Golgi rendszerben, így ideális „eszközként” alkalmazhatók a 
szfingolipidek intracelluláris nyomonkövetésére (105). 
A ceramid sejtfelszíni és intracelluláris membránok közti megoszlásának 
tanulmányozása érdekében fluoreszcens Bodipy FL C5-ceramid felvételét vizsgáltuk Jurkat 





3. ábra: A Jurkat T-sejtek fluoreszcens Bodipy FL C5-ceramid felvétele 
A sejteket 5 M Bodipy FL C5-ceramid jelenlétében 30 percig jégen jelöltük majd mosást követ en 
további 1, 5, 30 percig 37oC-on inkubáltuk, végül paraformaldehiddel fixáltuk. Ezt követ en 
konfokális mikroszkópiával vizsgáltuk a fluoreszcens ceramid sejten belüli eloszlását 
(DIC+fluoreszcencia).  
 
Mikroszkópos felvételeink alapján megállapíthatjuk, hogy a plazmamembránban 
felhalmozódott ceramid rendkívül gyorsan eléri a T-sejtek intracelluláris 
membránkompartmentjeit. 1-5 percet követ en a plazmamembrán mellett már észrevehet  
citoplazmatikus vezikulákban, 30 percnél pedig már szinte csak a sejtmaghártyához 
asszociálódott membránkompartmentekben helyezkedik el. 
 
 
4.1.2. A ceramidok membránstruktúrára és membránpotenciálra gyakorolt hatásai 
 
Korábbi vizsgálatok rámutattak, hogy a T-sejtek effektor funkciót kiváltó 
aktivációja és a sejthalál szempontjából egyaránt fontos Ca2+-szignálokat több ioncsatorna 
is szabályozza (pl. Kv1.3 feszültségvezérelt vagy KCa kalciumaktivált K+-csatornák), 
amelyek aktivitása ugyanakkor ceramidra érzékenynek bizonyult. A Fas/ceramid jelpálya 
az src-szer  kinázok (pl. Lck molekula) közvetítésével, egy eddig még nem tisztázott 
módon gátolni képes a sejt nyugalmi membránpotenciáljának fenntartását biztosító Kv1.3 
K+-csatornák m ködését (84, 85). Munkacsoportunk korábbi eredményei (104) szintén 
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meger sítették a ceramid Kv1.3 csatornára gyakorolt gátló hatását T-sejteken. Ezzel 
párhuzamosan megfigyeltük, hogy a plazmamembránban fellép  ceramidakkumuláció 
egyik rendkívül szembet n  membránhatása a T-sejtek plazmamembránjának jelent s 
mérték  depolarizációja. 
Tekintve hogy a Kv1.3 csatorna a T-sejtek nyugalmi membránpotenciáljának 
fenntartásáért felel s, megvizsgáltuk, vajon a ceramid által kiváltott plazmamembrán-
potenciál csökkenés mennyiben következménye a Kv1.3 csatornákra kifejtett Lck-függ  
gátló hatásnak. A kérdés eldöntésére Lck-deficiens JCam Jurkat T-sejteken 
potenciálérzékeny fluoreszcens festék (bis-oxonol) segítségével követtük a ceramid 















kontroll 5 M 12.5 M 25 M 50 M 
 
4. ábra A ceramid plazmamembrán-potenciálra gyakorolt hatása Lck-deficiens JCam Jurkat 
T-sejteken 
A JCam Jurkat sejteket bis-oxonol potenciálszenzitív fluoreszcens festékkel történ  jelölést 
követ en 0 (kontroll), 5, 12.5, 25 és 50 M C2-ceramiddal kezeltük, majd áramlási citometriával 
követtük a fluoreszcencia id beli változását. A bis-oxonol-fluoreszcencia növekedése a 
plazmamembrán depolarizációjára utal. 
 
A 4. ábrán bemutatott eredmény alapján a ceramid által indukált drasztikus 
plazmamembrán-depolarizáció (a bis-oxonol fluoreszcencia növekedése) az Lck src kináz 
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hiányában is megnyilvánul, így a hatás valószín leg nem a Kv1.3 csatornák aktivitásának 
ceramidfügg  gátlásával magyarázható. 
Mivel a ceramidcsatornák kialakulása La3+ ionokkal gátolható (69), a 
ceramidcsatornák depolarizációs hatásban játszott szerepének tisztázására La3+ ionok 
jelenlétében is megvizsgáltuk a jelenséget (5. ábra). 
 
 
5. ábra: A ceramid plazmamembránra kifejtett depolarizáló hatása La3+ ionok jelenlétében 
Az IP12-7 T-sejteket bis-oxonol potenciálszenzitív fluoreszcens festékkel történ  jelölést követ en 
25 M C2-ceramiddal kezeltük 100 M LaCl3 jelenlétében illetve nélkül, és áramlási citometriával 
követtük nyomon a fluoreszcencia id beli változását. A fluoreszcencia átlagértékeket a sejtek 100 
mM KCl + 10 M gramicidin mellett (maximális depolarizáció) kapott fluoreszcenciaértékre 
normalizálva (RMF) és a standard deviáció feltüntetésével ábrázoltuk. 
 
Az IP12-7 sejteken végzett vizsgálataink szerint a La3+ ionok jelenléte gátolja a 
ceramidindukált plazmamembrán-depolarizációt, ám nem teljes mértékben. A fentiek 
tekintetében így nem zárható ki, hogy a ceramid által okozott membránpotenciál-
csökkenés hátterében a ceramidcsatornák képz désén kívül a sejtek ionháztartását 
befolyásoló egyéb tényez k, mint pl. a ceramid által aktivált Cl--csatornák is szerepet 
játszhatnak (106). 
 Korábbi vizsgálatainkban a ceramidszignálok membrándepolarizáló hatását a T-
sejtek szfingomielinázzal történ  kezelése esetén is kimutattuk. A továbbiakban vizsgálni 
kívántuk, hogy az irodalmi adatok alapján ceramidfelszabadulást kiváltó stresszhatások 
szintén kiváltanak-e hasonló hatást. A neutrális szfingomielináznak fontos szerepet 
tulajdonítanak az oxidatív stresszhatások illetve reaktív oxigéngyökök által indukált 
apoptózis folyamatában (45). Az oxidáló hatású vegyületek viszonylag gyors, jellemz en a 
kezelést követ  1 órán belül ceramidakkumulációhoz vezetnek az érintett sejtekben. 
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Vizsgálataink szerint az exogén H2O2 dózis- és id függ  módon vált ki 





kontroll 50 M 100 M 200 M
 
 
6. ábra: A H2O2 hatása az IP12-7 sejtek plazmamembrán-potenciáljára 
Az IP12-7 T-sejteket bis-oxonol potenciálszenzitív fluoreszcens festékkel történ  jelölést követ en 
0 (kontroll), 50, 100, 200 M H2O2-vel kezeltük, majd áramlási citometriával követtük a 
fluoreszcencia id beli változását. 
 
A ceramidok membránszerkezetre gyakorolt hatásaival kapcsolatban kimutatták, 
hogy a ceramidmolekulák biofizikai sajátosságaikból adódóan nagyfokú önaggregálódási 
hajlammal rendelkeznek mesterséges lipid membránokban. Ezen túlmen en számos 
sejtfelszíni receptorról (pl. Fas/CD95, CD40, Fc RII, CD28) derült ki, hogy azok 
stimulálása szfingomielinázok aktivációjához vezet a sejtekben, amelyet a sejtfelszínen 
nagy méret , ceramidban gazdag membrándomének kialakulása követ (37, 38, 107, 108). 
Immunfluoreszcens jelölési technikán alapuló mikroszkópos vizsgálatokban 
bebizonyították, hogy a ceramidban gazdag membrándomének nagyfokú kolokalizációt 
mutatnak a stimulált sejtfelszíni receptorral, továbbá a raftmarkerként leírt GM1 
ganglioziddal és az aktivációt követ en a sejtfelszínre transzlokálódott savas 
szfingomielinázzal. Az elképzelés szerint a ceramidban gazdag membrándomének egyfajta 
jelátviteli platformokat képeznek, amelyek el segítik az adott receptor stimulációt követ  
sejtfelszíni átrendez dését (receptorklaszterek kialakulását) és raftokba kerülését, valamint 
a receptoron keresztüli hatékony jelátviteli folyamatok kialakulását.  
Jurkat sejteken végzett vizsgálatainkban arra kerestük a választ, hogy vajon a T-
sejtek exogén C2-ceramiddal történ  kezelése következtében is kialakulnak-e nagyobb 
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méret  sejtfelszíni membránplatformok, és ha igen, ez hatással van-e bizonyos 
membránfehérjék, pl. a T-sejt receptorok sejtfelszíni lokalizációjára. Ehhez 10 perces 25 
M C2-ceramiddal történ  kezelést követ en fluoreszcensen jelölt CD48-, illetve CD3-
specifikus ellenanyaggal, valamint CTX-B-vel jelöltük a sejteket, majd konfokális 




7. ábra: Az exogén C2-ceramid kezelés hatása a raftok és a CD3 molekula sejtfelszíni 
lokalizációjára T-sejteken 
A Jurkat T-sejteket 10 percig 25 M C2-ceramiddal illetve kontrollként a ceramidnak megfelel  
mennyiség  DMSO-val kezeltük, majd anti-CD48 Alexa 488, anti-CD3 PE és Alexa 647 CTX-B-
vel jelöltük. Konfokális mikroszkóppal vizsgáltuk a jelölt sejtfelszíni molekulák lokalizációját (A,B 
– a fluoreszcens és DIC csatorna kompozit képe), valamint a fotók analízisét követ en 





A felvételeken jól látszik, hogy a rövid id tartamú ceramidstimulus hatására mind a GPI-
horgonyzott raftmarker CD48, és a CTX-B-vel jelölt GM1 gangliozid valamint a TCR 
jelátviteli láncai által alkotott CD3 molekula is jellegzetes sejtfelszíni aggregátumokba 
koncentrálódik. A képek részletesebb vizsgálata során ugyanakkor nem volt kimutatható 
változás az illet  molekulák kolokalizációjának mértékében. 
 
 
4.1.3. Cav1.2 L-típusú Ca2+-csatorna, mint a ceramid egyik lehetséges „célpontja” T-
limfocitákon? 
 
Az utóbbi évek egyik érdekes eredménye, hogy a korábban csak elektromosan 
stimulálható sejteken (ideg- és izomsejtek) leírt, 1,4-dihidropiridin (DHP) származékokra 
érzékeny ún. L-típusú Ca2+-csatornák (Cav1) limfocitákban is kifejez dnek. Az mRNS- és 
fehérje szinten végzett vizsgálatok a csatornák több alegységét is kimutatták T- és B-
sejtekben. Szintén a csatorna jelenlétére utal, hogy DHP típusú agonistákkal és 
antagonistákkal befolyásolható a limfociták Ca2+ válasza. A csatornák m ködésének 
szabályozásával kapcsolatban nincsenek egyértelm  vélemények, bizonyos adatok szerint 
a PKC szabályozása alatt állhat, feszültségfüggésér l limocitákban ellentmondásos 
eredmények születtek (109-113). Fiziológiás szempontból az L-típusú Ca2+-csatornák 
limfocitákban betöltött szerepe egyel re szintén nyitott kérdés (114). 
 Tekintve, hogy idegi eredet  GH3 tumorsejteken kimutatták, hogy exogén 
ceramiddal- illetve szfingomielinázzal történ  kezelés az L-típusú Ca2+-csatornák 
aktivitását gátolja (115), megvizsgáltuk, hogy a modellrendszerünkben használt 
sejttípusokon szintén expresszálódnak-e L-típusú Ca2+-csatornák, és amennyiben azok 
funkcionálisan aktívaknak bizonyulnak, a ceramidstimulusok befolyásolják-e a 
m ködésüket. 
 Vizsgálatainkba az IP12-7 egér és Jurkat human T-sejtek mellett bevontunk 
kölönböz  differenciáltsági állapottal jellemezhet  egér B-limfóma sejteket (A20-érett, 
38C-13- éretlen, X16C-marginális zóna B-sejt), humán B-sejtvonalakat (BL41, ST486), 
valamint a patkány eredet  RBL-2H3 hízósejtvonalat. Immunfluoreszcens jelzési technikát 
alkalmazva vizsgáltuk a Cav1.2 és -1.3 csatornaizoformák expresszióját az egyes 
sejttípusokon (8. ábra). Eredményeink szerint a Cav1.2 izoforma jelent s mértékben 






















































8. ábra: A CaV1.2 és CaV1.3 csatornák expressziós szintje T- és B-sejtvonalakon 
A sejteket anti-Cav1.2 és anti-Cav1.3 ellenanyagokkal majd fluoreszcens másodlagos 
ellenanyagokkal jelöltük intracellulárisan. A minták fluoreszcencia intenzitását áramlási 
citometriával vizsgáltuk. Az ellenanyagok specificitásának ellen rzésére szolgáló kontroll mintáknál 
az ellenanyagokat, a sejtekhez történ  hozzáadás el tt, a nekik megfelel  kontrollpeptid feleslegben 
vett mennyiségével inkubáltuk együtt („peptid kontroll”). Az (A) ábrán az IP12-sejtek Cav1.2 illetve 
Cav1.3 expresszióját reprezentáló hisztogramsorozat látható. A (B) ábrán a különböz  sejteken 
kapott Cav1.2 és Cav1.3 expressziós szintek láthatóak az izotípus kontroll ellenanyag esetén kapott 
értékekre normalizálva (relatív átlagfluoreszcencia). 
 
A konfokális mikroszkópiás vizsgálatok során a Cav1.2 csatorna intracelluláris 
lokalizációjában sejttípustól függ  eltéréseket tapasztaltunk (9. ábra). A csatorna bizonyos 
sejttípusok esetén els sorban a plazmamembránban helyezkedik el (Jurkat T-sejt, RBL-
2H3 hízósejt), ahol igen er s kolokalizációt mutat a raftmarker GM1 gangliozidokkal 
(koleratoxin-B festés). Más sejtekben ugyanakkor kimondottan intracelluláris fest dést 
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figyelhettünk meg (IP12-7 T-sejt, B-sejtvonalak, primer egér lépsejtek). Az intracelluláris 
elhelyezkedés pontosabb meghatározása érdekében a sejtmagot (DRAQ5 vagy propidium-
jodid) illetve az endoplazmatikus retikulum ryanodine-csatornáit (BODIPY FL-X 
ryanodine) is láthatóvá tettük fluoreszcens jelölés révén. IP12-7 és Jurkat sejteken, 
valamint primer egér lépsejteken jól látható, hogy az intracellulárisan elhelyezked  Cav1.2 
els sorban a sejtmagban lokalizálódik. A jelenség magyarázatául szolgálhat, hogy egy 
közelmúltban megjelent közlemény szerint idegsejtekben a Cav1.2 csatorna 
intracellulárisan elhelyezked  C-terminális régiója proteolízist követ en a sejtmagba 
transzlokálódik és ott transzkripciós faktorként közvetlenül szabályozni képes bizonyos 




































9. ábra: A CaV1.2 csatorna intracelluláris lokalizációja különböz  sejttípusokon 
A sejteket anti-Cav1.2 ellenanyaggal és fluoreszcens másodlagos ellenanyaggal jelöltük 
intracellulárisan. Az ellenanyagok specificitásának ellen rzésére szolgáló kontroll mintáknál az 
ellenanyagokat, a sejtekhez történ  hozzáadás el tt, a nekik megfelel  kontrollpeptid feleslegben 
vett mennyiségével inkubáltuk együtt („peptid kontroll”). A raftokat Alexa 647-koleratoxin B-vel 
(CTX-B), a sejtmagi DNS-t DRAQ5-tel vagy propidium-jodiddal (PI) az endoplazmás retikulumot 
BODIPY FL-X ryanodine-nal festettük. A mintákat konfokális mikroszkóp segítségével vizsgáltuk. 
(A) IP12-7 egér T-sejt, (B) Jurkat humán T-sejt, (C) RBL-2H3 patkány hízósejt, (D) 38C-13 éretlen 
egér B-sejt, (E) A20 érett egér B-sejt, (F) X16C marginális zóna B-sejt, (G) BL41 humán B-sejt, (H) 
ST486 humán B-sejt, (I) egér primer lépsejtek, (J) IP12-7, (K) Jurkat.  
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A Cav1.2 csatorna funkcionális aktivitásának tesztelése érdekében megvizsgáltuk, 
hogy a TCR vagy BCR stimulációval kiváltott aktivációs Ca2+-szignált befolyásolja-e az 
IP12-7 T-sejtek és a BL41 B-sejtek nifedipine-nel (L-típusú Ca2+-csatorna blokkoló) 
történ  el kezelése (10. ábra). Eredményeink azt mutatták, hogy a nifedipine dózisfügg  
módon képes gátolni a kalciumszignált mindkét sejttípus esetében.  
 
 
10. ábra: A nifedipine hatása a TCR és a BCR által kiváltott aktivációs Ca2+-szignálra 
Az IP12-7 T- és BL41 B-sejteket Fluo-4 kalciumfestékkel töltöttük fel, majd nifedipine-nel 37oC-on 
10 percig különböz  koncentrációban el kezeltük. Az alapjel felvétele után az IP12-7 T-sejteket 
antigénpeptiddel feltöltött 2PK3 sejtekkel (APC), a BL41 sejteket anti-IgM ellenanyaggal 
aktiváltuk. Áramlási citometriával követtük az intracelluláris Ca2+-koncentráció változását, majd a 




Egy másik kísérletben Fura-2 Ca2+-szenzitív fluoreszcens festékkel töltött IP12-7 
T-sejteket kezeltünk a Bay K 8644 vegyület L-típusú Ca2+-csatornákra antagonista hatású 
(+)- illetve agonista (-) enantiomerjével, majd fluoreszcens mikroszkópián alapuló valós 
idej  detektáló rendszerben követtük a sejtek kalciumválaszát (11. ábra). Míg a (+)-Bay K 
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nem, addig a (-)-Bay K, extracelluláris Ca2+ jelenlétében, kalciumválaszt váltotta ki a 




11. ábra: Az L-típusú Ca2+-csatorna agonista (-)-Bay K 8644 hatása az IP12-7 T-sejtek 
intracelluláris Ca2+-koncentrációjára 
Az IP12-7 T-sejteket Fura-2 kalciumfestékkel töltöttük fel, majd 100 M (+)- és (-)-Bay K 8644-
gyel kezeltük perfúziós kamrában. Az intracelluláris Ca2+-koncentráció változását fluoreszcens 
mikroszkópián alapuló valós idej  detektáló rendszerben követtük nyomon. 
 
A fentiek alapján tehát kimutattuk, hogy az IP12-7 T-sejtekben és a BL41 B-sejtekben 
funkcionálisan aktív Cav1.2 csatornák expresszálódik. A továbbiakban megvizsgáltuk, 
hogy a ceramidszignálok milyen hatással vannak a csatorna m ködésére. Fluo-4 festékkel 
töltött IP12-7 T-sejteket 10 percig C2-ceramiddal kezelve azt tapasztaltuk, hogy a sejteket 
el zetesen ér  ceramidstimulus koncentrációfügg  módon gátolni képes a (-)-Bay K 8644 





12. ábra: Az exogén C2-ceramid kezelés hatása a (-)-Bay K 8644 által indukált 
kalciumszignálra IP12-7 sejtekben 
Az IP12-7 T-sejteket Fluo-4 kalciumfestékkel töltöttük fel, majd C2-ceramiddal (CER) különböz  
koncentrációban 10 percig 37oC-on kezeltünk. A sejtek mosását és az alapjel felvételét követ en 
100 M (-)-Bay K 8644-gyel aktiváltuk a sejteket. Az intracelluláris Ca2+-koncentráció változását 
áramlási citometriával követtük nyomon. 
 
4.1.4. A ceramidszignálok hatása az intracelluláris Ca2+-raktárakra 
 
Munkacsoportunk korábbi eredményei szerint az apoptózishoz nem vezet  
ceramidstimulusok gátolják a T-sejtek antigénspecifikus aktivációja során az intracelluláris 
raktárakból történ  Ca2+-felszabadulást valamint az ezt követ , extracelluláris térb l 
t rtén  Ca2+-influxot (104). Jurkat T-sejtek fluoreszcens ceramidanalóggal történ  
inkubációja esetén (3. ábrán) láthattuk, hogy a plazmamembránban felhalmozódott 
ceramidmolekulák gyorsan internalizálódnak, néhány percen belül elérik az intracelluláris 
membránkompartmenteket. Ezeket a megfigyeléseket alapul véve megvizsgáltuk, hogy a 
T-sejteket ér  ceramidszignálok hogyan befolyásolják az intracelluláris Ca2+-raktárként 
funkcionáló endoplazmás retikulum (ER) Ca2+-tartalmát. A kísérletek során a Fluo-4 
festékkel feltöltött IP12-7 T-sejteket extracelluláris EGTA jelenlétében C2-ceramiddal, 
majd 100 nM thapsigarginnal (TG) kezeltük. A thapsigargin az endoplazmás retikulum 
membránjában található Ca2+-ATPázok, az ún. SERCA pumpák blokkolószere. Hatására 
az endoplazmás retikulum Ca2+-tartalma a citoplazma irányába történ  passzív 
iontranszportnak köszönhet en csökken, ezt követ en pedig, amennyiben az extracelluláris 
térben Ca2+ is jelen van, a plazmamebránon keresztüli Ca2+-influx is kialakul. A sejtek 
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kalciumszignálját áramlási citometriával követtük nyomon. Annak érdekében hogy a TG 
által kiváltott Ca2+-influx amplitudóját is lássuk, a mérési id  felénél visszapótoltuk az 
extracelluláris Ca2+-mennyiséget. Eredményeink szerint a sejteket ér  rövid id tartamú (10 
perces) ceramidstimulusok gátolják mind a TG-szenzitív bels  raktárakból történ  Ca2+-




13. ábra A ceramidstimulusok hatása a T-sejtek thapsigarginnal kiváltott Ca2+-szignáljára 
A Fluo-4 festékkel feltöltött IP12-7 T-sejteket 1 mM EGTA jelenlétében C2-ceramiddal (CER) 
kezeltük 10 percig 37oC-on, majd áramlási citometriával vizsgáltuk a sejtek 100 nM thapsigarginra 
(TG) adott kalciumválaszát. A mérési id  felénél 1 mM CaCl2-ot adtunk a sejtekhez, melynek 
hatására jól elkülönülten vizsgálható a extracelluláris térb l történ  Ca2+-influx nagysága is. 
 
Annak a kérdésnek az eldöntésére, hogy a ceramidkezelés hatására kialakuló, az 
intracelluláris raktárakból történ  Ca2+-efflux amplitudójában tapasztalt csökkenést az ER 
Ca2+-tartalmának megváltozása vagy valamilyen más mechanizmus okozza-e, az IP12-7 
sejtek ceramidra adott kalciumválaszát is megvizsgáltuk EGTA jelenlétében, majd a mérés 
során TG-nal is aktiváltuk a sejteket (14. ábra). Utóbbi eredményünk alapján 
megállapíthatjuk, hogy a ceramid önmagában képes Ca2+-effluxot kiváltani az 




14. ábra A ceramidstimulusok hatása a T-sejtek thapsigarginszenzitív intracelluláris Ca2+-
raktárainak kalciumtartalmára 
Az áramlási citometriás vizsgálat során a Fluo-4 festékkel feltöltött IP12-7 T-sejteket 1 mM EGTA 
jelenlétében C2-ceramiddal (CER) kezeltük. A mérési id  felénél 100 nM thapsigargint (TG) adtunk 
a sejtekhez. 
 
4.1.5. A hosszabb id tartamú ceramidszignálok hatása a kaszpázkaszkád és az 
apoptózis mitokondriális útvonalának aktivációjára, id beli viszonyaira  
 
Az IP12-7 sejteken alapuló modellrendszerünkben kapott eredmények szerint a 
ceramid apoptózist indukáló hatása a stimulus er ssége és id tartama által meghatározott 
T-sejtekben. A ceramid másodlagos jelátviteli molekulaként számos sejthalált indukáló 
faktor esetében kitüntetett szerepet játszik az apoptózis mitokondriális útvonalának 
elindításában. Fokozza a GD3 gangliozidok szintézisét és mitokondriumba történ  
vezikuláris transzportját, ennek révén hozzájárul a mitokondriális membránpórusok 
kialakulásához és különböz  proapoptotikus faktorok felszabadulásához, amelyek azután 
el segítik az effektor kaszpázok (kaszpáz-3, -6,- 7) aktiválódását. Az irodalomban 
ugyanakkor nincs teljes egyetértés a tekintetben, hogy a ceramid által indukált apoptózis 
során milyen szerepet töltenek be az effektor kaszpázok aktiválódását id ben megel z  
iniciátor kaszpázok a mitokondriális membrán permeabilizálódásához vezet  folyamatban, 
illetve hogy a kaszpázaktivitás milyen id beli összefüggést mutat a mitokondriális 
membrán permeabilizálódásának kialakulásával (117-121). Így célunk volt a ceramid 
kaszpázaktivitásra gyakorolt hatásának illetve a mitokondriális membránpotenciál 
csökkenésének id beli viszonyait feltárni.  
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Az IP12-7 sejteket 25 M C2-ceramiddal inkubáltuk 37oC-on különböz  ideig, 
majd a sejtek kaszpázaktivitását Asp2-Rhodamine 110 fluorogén, általános 
kaszpázszubsztrát segítségével (15. ábra), a mitokondriális membránpotenciál csökkenését 
a karbocianin-típusú, pozitív töltés  DiOC6(3) fluoreszcens próbával (16. ábra) vizsgáltuk 

































15. ábra A ceramid által kiváltott kaszpázaktiváció IP12-7 sejtekben 
Az IP12-7 T-sejteket 25 M C2-ceramiddal illetve kontrollként a ceramidnak megfelel  mennyiség  
DMSO-val inkubáltuk 37oC-on CO2 termosztátban. Adott id  elteltével a sejteket PBS-ben mostuk, 
majd 50 M Asp2-Rhodamine 110 fluorogén, általános kaszpázszubsztrát jelenlétében további 30 
percig inkubáltuk 37oC-on. Újabb mosás és 1 g/ml propidium-jodid hozzáadását követ en áramlási 
citometriával vizsgáltuk a propidium-jodidra negatív sejtpopulációban a Rhodamine 110 pozitív 








16. ábra: A mitokondriális membrándepolarizáció megjelenése a C2-ceramid által indukált 
apoptózis során IP12-7 sejtekben 
Az IP12-7 T-sejteket 25 M C2-ceramiddal illetve kontrollként a ceramidnak megfelel  mennyiség  
DMSO-val inkubáltuk 37oC-on CO2 termosztátban. Adott id t elteltével a sejteket PBS-ben mostuk, 
majd 100 nM DiOC6(3) pozitív töltés  lipofil, potenciálszenzitív fluoreszcens festékkel festettük. 1 
g/ml propidium-jodid hozzáadását követ en áramlási citometriával vizsgáltuk a csökkent mérték  
DiOC6(3) fest dést (a mitokondriális membránpotenciál csökkenése) mutató sejtek százalékos 
arányát a propidium-jodidra negatív sejtpopulációban. 
 
Eredményeink szerint 25 M exogén C2-ceramidot alkalmazva megközelít leg azonos id  
után (kb. 2 óra) jelenik meg mind a kaszpázaktivitás, mind a mitokondriális 
mebránpotenciál csökkenése (csökkent mérték  DiOC6(3) fest dés). Vagyis a 
ceramidindukált kaszpázaktiváció és a mitokondriális membránpermeabilizálódás 
megjelenése között nem lehet id beli sorrendet felállítani az IP12-7 T-sejtek esetén, amely 
azt valószín síti, hogy a ceramid által indukált apoptózis során a kaszpázaktivitás minden 
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bizonnyal a mitokondrium permeabilizálódásának következtében jelenik meg, ahogyan az 
a kaszpáz-9 aktivációja kapcsán is ismeretes. 
 
4.2. Mennyire tekinthet  általánosnak a ceramid aktivációs Ca2+-szignált 
illetve a sejthalált érint  szabályozó hatása különböz  érettségi állapotú 
és típusú immunsejtekben? 
 
4.2.1. A ceramidszignálok aktivációs Ca2+-szignálra gyakorolt hatása különböz  
immunsejtekben 
 
Munkacsoportunk IP12-7 T-sejteken kapott korábbi eredményei szerint az 
apoptózishoz nem vezet , rövid id tartamú, mérsékelt ceramidstimulusok gátolják az 
antigénspecifikus aktiváció során kialakuló Ca2+-szignált. Ez a megfigyelés felvetette a 
kérdést, hogy a nem apoptotikus ceramidszignálok jelenthetnek-e egy általános érvény  
sejtaktivációt szabályozó mechanizmust más, immunológiai szempontból kiemelt 
jelent ség  sejttípus kapcsán is.  
A kérdés megválaszolásához különböz  eredet  és érettségi állapotú B-sejtek 
valamint egy patkány hízósejtvonal antigénköt - illetve Fc -receptorain keresztül kiváltott 
aktivációs Ca2+-szignálját vizsgáltuk meg 10 perces C2-ceramiddal történ  el kezelést 
követ en (17. ábra). Az eredmények alapján az egér eredet  primer lép B-sejtek és az 
RBL-2H3 hízósejtek aktivációs kalciumválaszát egyaránt gátolta a ceramid. Hasonló hatást 
figyelhettünk meg az éretlen fenotípusú 38C-13 valamint az érett jelleg  A20 B-sejtek 
esetében is. Utóbbiak közül a 38C-13 jellemz en nagyobb érzékenységet mutatott a nem 
apoptotikus ceramidszignálokra. Ezzel szemben a marginális zóna fenotípus  egér eredet  
X16C, valamint a humán érett ST486 és BL41 B-sejtek rezisztensnek mutatkoztak a 
ceramid Ca2+-szignálra gyakorolt gátló hatását tekintve. Érdekes módon ezen három 
sejttípus sejtfelszíni raftexpressziója (GM1 gangliozid-CTX-B festés) extrém módon 
alacsonynak bizonyult a ceramidra érzékeny sejttípusokéhoz képest (18. ábra). 
Elképzelhet , hogy ezen utóbbi megfigyelés összefüggésbe hozható a sejtek 
kalciumválaszát érint  gátló hatássall, hiszen a plazmamembránban a ceramid 
szfingomielinb l történ  felszabadulását követ en képes membránszerkezeti változásokat 
illetve a raftok aggregációját kiváltani, amely hozzájárulhat a ceramid sejtaktivációra és 




17. ábra: Az apoptózist nem indukáló (rövid id tartamú, mérsékelt) ceramidstimulusok 
hatása a különböz  immunsejtek antigén által indukált aktivációs Ca2+-szignáljára 
A sejteket Fluo-3 kalciumfestékkel töltöttük fel, majd C2-ceramiddal (CER) különböz  
koncentrációban 10 percig 37oC-on el kezeltük. A sejtek mosását és az alapjel felvételét követ en 
az IP12-7 T-sejteket 50 g/ml anti-CD3-mal vagy antigén peptiddel feltöltött 2PK3 sejtekkel (APC), 
a DNP-specifikus IgE-vel szenzitizált RBL-2H3 hízósejteket 50 ng/ml DNP11-BSA konjugátumal, a 
egér B-sejteket (primer lép B-sejtek, 38C-13, A20, X16C) 3 g/ml anti-egér IgM (Fab )2 
ellenanyaggal, a humán B-sejteket (ST486, BL41) 0.5 g/ml anti-humán IgG+IgM (Fab )2 
ellenanyaggal aktiváltuk. Az intracelluláris Ca2+-koncentráció változását áramlási citometriával 
követtük nyomon. A Ca2+-válasz maximális amplitudójának alapjelre normalizált értékét (+ standard 




lép B B-sejtvonalak 
 
18. ábra: A különböz  immunsejtek raft / GM1 gangliozid expressziójának összeghasonlítása 
A sejteket Alexa 488 CTX-B-vel jelöltük jégen, majd a mintákat áramlási citometriával vizsgáltuk, 
Az ábrán a CTX-B fluoreszcencia intenzitás átlagának sejtméretre („forward scatter” szignál) 
normalizált értékét (+ standard deviáció) ábrázoltuk. 
 
4.2.2. A hosszabb id tartamú, sejthalált indukáló ceramidszignálok hatása különböz  
immunsejtekre 
 
Korábbi eredményeink szerint az er s (nagy koncentráció), hosszú ideig fennálló 
ceramidszignálok a T-sejtek fokozott mérték  apoptózisát indukálják. Ezért a továbbiakban 
megvizsgáltuk a különböz  immunsejtek ceramid által indukált sejthalálra mutatott 
érzékenységét. A sejteket különböz  koncentrációban C2-ceramiddal kezeltük 6 órán át, 
majd ezt követ en a mitokondriális depolarizáció (apoptózis) és a spontán propidium-jodid 
pozitivitás (nekrózis) (19. ábra) valamint a DNS-fragmentáció mértéke (apoptózis) (20. 
ábra) alapján jellemztük az egyes sejttípusoknál bekövetkez  változásokat.  
A sejthalált indukáló ceramidszignálokra adott választ tekintve ez a vizsgálat is 
jellegzetes eltéréseket mutatott ki a különböz  immunsejtek között. Míg a T-sejtek (IP12-
7, Jurkat) nagy százalékában az apoptózisra jellemz  csökkent mitokondriális 
membránpotenciál illetve DNS-fragmentáció volt jellemz , addig az éretlen fenotípusú 
38C-13 és a marginális zóna jelleg  X16C B-sejtekre az er teljes nekrotikus (spontán 
propidium-jodid felvétel) sejthalál volt jellemz . Érdekes módon az érett fenotípusú A20 
B-sejtek, a humán ST486 és BL41 B-sejtek és különösen az RBL-2H3 hízósejtek 








19. ábra: A különböz  immunsejtek hosszú id tartamú, sejthalált indukáló 
ceramidszignálokra adott válasza 
A sejteket 6 óráig különböz  koncentrációban C2-ceramiddal kezeltük 37oC-on CO2 termosztátban, 
majd DiOC6(3) és propidium-jodid (PI) festést követ en áramlási citométer segítségével vizsgáltuk 
a sejthalállal összefügg  jellegzetes változásokat. MMP – a mitokondriális membránpotenciál. A PI-





20. ábra: Az apoptotikus ceramidszignálok DNS-fragmentációt indukáló hatása különböz  
immunsejtekben 
A sejteket 6 óráig 10, 25 és 50 M C2-ceramiddal kezeltük 37oC-on CO2 termosztátban, majd a 
mintákat propidium-jodid tartalmú DNS-extraháló hipotóniás citrátpufferben inkubáltuk. A DNS-
fragmentáció és a DNS-extrakció eredményeként megjelen  csökkent DNS-tartalmú ún. szubdiploid 
sejtpopuláció százalékos arányát áramlási citometriás vizsgálat során határoztuk meg. 
 
 
4.3. Az ösztrogén T- és B-sejtekre gyakorolt gyors, nem genomiális 
hatásai 
 
A szteroid hormonok közé tartozó ösztrogén (17 -ösztradiol, E2) kitüntetett 
szabályozó szereppel bír az adaptív immunrendszer sejtes elemeinek fejl désében, 
érésében, az immunválasz kialakulásában. Munkacsoportunk korábban az ösztrogén T-
sejtekt l függ  és T-sejtekt l független antigénre adott immunválaszra gyakorolt hatását 
vizsgálta egér állatmodellen. A kapott eredmények szerint az ösztrogén pozítívan 
szabályozza a B-sejtek T-dependens antigénre adott ellenanyagválaszát.  
 
4.3.1. A klasszikus intracelluláris valamint a membrán ösztrogénreceptorok 
expressziója T- és B-limfocitákon 
 
Az ösztrogén ellenanyagtermelést fokozó hatása közvetlenül a B-sejtekre gyakorolt 
hatás révén illetve a TH2-sejtek közvetítésével valósulhat meg. Az ösztrogén alapvet en 
két módon tudja befolyásolni a T- és B-sejtek funkcióját: egyrészt a jól ismert klasszikus 
intracelluláris receptorain (ER  és ) keresztül, amelyek révén közvetlenül hathat 
bizonyos gének transzkripciójára, másrészt az intracelluláis jelátviteli pályákra kifejtett  
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gyors, transzkripcióhoz csak közvetve vezet  ún. nem klasszikus hatásai révén. A 
szakirodalom szerint az utóbbiakért részben az intracelluláris receptorok, valamint az eddig 
még nem meggy z en azonosított membrán receptor(ok) tehet k felel ssé.  
Ezen ismeretekb l kiindulva els  lépésben megvizsgáltuk a klasszikus 
citoplazmatikus ER  és expresszióját IP12-7 T-sejtekben és egér lépb l izolált primer T-
sejteken valamint az összehasonlíthatóság kedvéért A20 egér B-sejtvonalon és primer lép 
B-sejteken is (21. ábra). Áramlási citometriás és konfokális mikroszkópos eredményeink 
szerint az ER mind T, mind B-sejtekben jelent s expressziót mutat, szemben az ER  
izoformával. A f leg citoplazmatikus és sejtmagi elhelyezkedés  ER funkcionális 
aktivitását szintén sikerült igazolnunk: IP12-7 sejtekben 100 nM E2-vel történ  el kezelés 






21. ábra A klasszikus ER  and ER receptorok expressziója egér T- és B-sejtekben 
A sejtfelszíni raftok Alexa 647 CTX-B-vel történö jelölését követ en a sejteket 
intracellulárisan anti-ER  és anti-ER  ellenanyagokkal majd rájuk specifikus 
fluoreszcens másodlagos ellenanyagokkal jelöltük. A sejtmag jelölésére DNS-  
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specifikus DRAQ5 festéket használtunk. (A) A vizsgált sejttípusok ER  és ER  expressziójának 
áramlási citometriás vizsgálata. (B) Az ER  lokalizációjának konfokális mikroszkópiás vizsgálata. 
Az ER  sejtmagi transzlokációját az IP12-7 sejtek 100 nM E2-vel 1 órán át történ  el kezelésével 
indukáltuk. Piros: Alexa 647-CTX-B, zöld: anti-ER , kék: DRAQ5. 
 
A szakirodalomban a membrán ösztrogénreceptor(ok) jelenlétének illetve 
funkciójának tanulmányozására széles körben alkalmazzák a 17 -ösztradiol marha szérum 
albuminnal (BSA) kovalensen konjugált, ezáltal membránimpermeábilis formáját (E2-BSA 
illetve E2-BSA-FITC). Az általunk vizsgált primer T- és B-sejteket illetve IP12-7 T- és 
A20 B-sejteket E2-BSA-FITC-cel történ  együttinkubálását követ en plazmamembránban 
lokalizált ösztrogénköt  helyeket sikerült kimutatnunk (22. ábra). Az IP12-7 sejteken 
végzett kísérletek alapján az E2-BSA-FITC köt dés dózis- és id függésének telítési jellege 
valamint a BSA-FITC esetében tapasztalt elhanyagolható mérték  háttérjel a köt dés 











22. ábra: A BSA-val konjugált 17 -ösztradiol (E2-BSA) köt dése egér T- és B-sejtekhez 
Az E2-BSA-FITC sejtfelszíni köt dése lép T-sejtekhez (A), valamint a BSA-FITC háttérjele (B), 
konfokális mikroszkópia (DIC+fluoreszcens kép). (C) Az E2-BSA-FITC köt dése (zöld) anti-B220 
PE/Cy5 ellenanyaggal (vörös) jelölt lép B-sejten. (D) Az E2-BSA-FITC köt désének áramlási 
citomtriás vizsgálata IP12-7, A20, primer lép T- és B-sejteken. (E) 1 mg/ml koncentrációban 
alkalmazott E2-BSA-FITC illetve BSA-FITC sejtfelszíni köt sének id függése IP12-7 sejteken. (F) 
Az E2-BSA-FITC illetve BSA-FITC sejtfelszíni köt désének koncentrációfüggése 15 perces jelölést 
követ en IP12-7 sejteken (autofluoreszcenciás jelre normalizált fluoreszcencia intenzitás átlagértéke 
+ standard deviáció).  
 
4.3.2. Az ösztrogén intracelluláris Ca2+-koncentrációra gyakorolt hatása T- és B-
sejteken  
 
Irodalmi adatok utalnak arra, hogy a MCF7 tumorsejtekben és limfocitákban 
ösztrogén hatására gyors emelkedés figyelhet  meg a citoplazmatikus szabad Ca2+-
szintben (121-123). 
E2-vel és E2-BSA-val végzett kísérleteink szerint, míg T-sejtekben az ösztrogén 
mindkét formája lassú, oszcilláló, hosszan fenntartott kalciumválaszt indukál, addig lép B-
sejtekben nem figyelhet  meg ez a jelenség. A B-sejtekben anti-IgM ellenanyagal 
kiváltható aktivációs Ca2+-szignál bizonyítja, hogy ezen sejtekben is m köd képes a 
intracelluláris Ca2+-mobilizálásért felel s jelátviteli útvonal, azonban ezt, szemben a T-





































23. ábra: Az ösztrogén által indukált Ca2+-szignál T- és B-sejtekben
(A) Egér lépsejtek valamint szeparált lép T- és B-sejtek kalciumválasza 100 nM E2 illetve E2-BSA 
kezelést követ en (konfokális mikroszkópia). A fels  sor bal oldali grafikonján három egyedi lépsejt 
kalciumgörbéje illetve a sejtválasz intenzitásának sejtszint  heterogenitása figyelhet  meg. Az (A) 
ábra további grafikonjain a kalciumválasz több sejtre (N) kiátlagolt görbéi lettek felt ntetve. (B) A 
szeparált lép B-sejtek anti-IgM ellenanyaggal kiváltott kalciumválasza (áramlási citometria). 
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4.3.3. Az ösztrogén Akt- és ERK-foszforilációra gyakorolt hatása T- és B-
limfocitákban 
 
Az ösztrogén gyors, nem klasszikus hatásai közé tartozik az intracelluláris 
kinázkaszkád aktiválása. Kísérleteink során primer lép T és B-sejteken vizsgáltuk az E2-
vel valamint E2-BSA-val történ  stimulálás hatását az Akt és ERK1/2 kinázok 
foszforilációjára. Eredményeink szerint az E2 id - és dózisfügg  módon képes indukálni 
az Akt és ERK kinázok foszforilációját T- és B-sejtekben, utóbbiaknál azonban a hatás 
sokkal kifejezettebben jelentkezett (24. ábra). További megfigyelésünk volt, hogy B-
sejteknél a magasabb koncentrációban (100 nM) alkalmazott E2 az Akt-, az alacsonyabb 
koncentrációtartomány az ERK1/2 foszforilációjának kedvezett jobban. Nem volt 
észlelhet  különbség a B-sejtek anti-IgM-mel illetve ösztrogénnel és anti-IgM-mel 
együttesen történ  stimulációja esetén. A membrán ösztrogénreceptor Akt- és ERK-
foszforilációban játszott szerepének tisztázására a sejteket 100 nM E2-BSA-val 
stimuláltuk. Érdekes módon azt találtuk, hogy míg T-sejtekben mind az Akt, mind az 
ERK1/2 foszforiláció fokozódott E2-BSA hatására, addig B-sejtekben gyakorlatilag nem 
tapasztaltunk változást. Utóbbi jelenség alapján úgy t nik, hogy az ösztrogén B-sejtekben 
els sorban az intracelluláris ER  közrem ködése révén, míg T-sejtekben inkább a 










24. ábra: Az ösztrogén hatása az Akt és ERK1/2 kinázok foszforilációjára
Szeparált lép B- (bal oldali gélképek) és T-sejteket (jobb oldali gélképek) E2-vel (A) illetve E2-
BSA-val (B) kezeltünk, majd sejtlizátumot készítettünk a mintákból. Az Akt és ERK foszforilációját 
SDS-poliakrilamid gélelektroforézis és Western blot technika segítségével vizsgáltuk. A minták 
azonos fehérjetartalmáról anti-pan-ERK és anti-SHP-2 jelölés révén bizonyosodtunk meg. K: 
kezeletlen kontroll minta, EtOH: etanol (az ösztrogén oldószerkontrollja). 
 
4.3.4. A membrán ösztrogénreceptor és a lipid raftok valamint az intracelluláris ER
receptorok közti kolokalizációs viszonyok kérdése 
 
Az ösztrogén gyors, nem klasszikus hatásainak közvetítésében fontos szerepet 
játszanak a membrán ösztrogénreceptorok. Bár ezek egyértelm  „kiléte” egyel re nem 
tisztázott, a sok rendelkezésre álló irodalmi adat ellenére sem, immunfluoreszcens jelölést 
követ  konfokális mikroszkópiás vizsgálataink mindenesetre fényt derítettek rá, hogy az 
E2-BSA-FITC-cel detektált membrán ösztrogénreceptorok viszonylag nagyfokú 
kolokalizáltságot mutatnak a raftmarker GM1 gangliozidokkal és a GPI-horgonyzott Thy-1 
(T-sejteken) illetve CD24 molekulákkal (B-sejteken) (25. ábra). Az intracelluláris ER  
receptorok immunfluoreszcens jelölése alapján megállapíthattuk, hogy ezek nem azonosak 




25. ábra: A membrán ösztrogénreceptorok lokalizácójának vizsgálata 
(A, B) A bemutatott reprezentatív konfokális mikroszkópos felvételek a membránkötött E2-BSA-
FITC (zöld) kolokalizációját szemléltetik a GM1 gangliozidokkal (Alexa 555 CTX-B, piros) illetve 
a B-sejtek ((A), Alexa 647-anti-CD24, kék) és T-sejtek ((B), Alexa 647-anti-Thy-1, kék) GPI-
horgonyzott fehérjemarkereivel. (C-F) A sejttípusonként 80-100 képterület alapján számolt Pearson-
féle kolokalizációs index átlagértékek (+ standard deviáció) analízise IP12-7, A20, lép T- és B-
sejtek esetén. (G, H) Reprezentatív felvételek lép B- (G) és lép T-sejtekr l (H) az E2-BSA-FITC 
(zöld) és az anti-ER (piros) egymáshoz viszonyított elhelyezkedése kapcsán (kék: sejtmagi DNS-
DRAQ5). A (G) és (H) sorok jobb széls  fotóin a kontroll BSA-FITC-cel (zöld) és az anti-ER  
izotípus kontroll ellenanyagával (piros) kapott eredmény látható.  
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5. Az eredmények megvitatása 
A szfingomielinázok aktivációja a sejteket ér  számos apoptotikus/stressz stimulus 
esetén megfigyelt általános jelenség, amely egy sokrét  intracelluláris jeltáviteli mediátor 
és szabályozó molekula, a ceramid képz déséhez vezet. A ceramid 
membránakkumulációjának az adott sejttípusra gyakorolt hatása azonban annak jelátviteli 
molekula készletét l, azok expressziójától is er sen függ. A T-sejtek esetén eddig a 
ceramid szabályozó funkcióinak több oldalát sikerült megismerni, mint pl. néhány korai, a 
membrán szerkezetére gyakorolt hatása, a sejtciklus, vagy a proliferáció szabályozása. A 
ceramid ugyanakkor a mitokondriumon keresztül lezajló, ún. foszfolipid sejthalál 
jelpályának is fontos eleme. A T-sejtekre gyakorolt eddig megismert ceramid-hatások 
összegzése (125) egy meglehet sen komplex és helyenként ellentmondásos képet vázol fel. 
Ez utóbbi feltehet en abból adódik, hogy a sejtek jelátviteli folyamatai és válasza 
érzékenyen függ a ceramid koncentrációjától, ill. a ceramid képz dését kiváltó 
szfingomielinázt aktiváló jelek hosszától. 
 Munkacsoportunk korábbi vizsgálatai alapján a ceramid T-sejtekre gyakorolt 
apoptotikus hatása a szignál er ssége és id tartama által szigorúan meghatározott A 
mérsékelt, rövidebb id tartamú, apoptózist nem indukáló ceramidstimulusok gátolni 
képesek a T-sejt aktiváció korai és kés i jelátviteli lépéseit. Az aktivációs Ca2+-szignált 
érint  gátló hatással kapcsolatban sikerült azonosítanunk néhány lehetséges okot, így pl. 
membránszerkezeti hatások, plazmamembrán-depolarizáció, a Kv1.3 feszültségfügg  K+-
csatornára kifejtett gátló hatás. A szabályozás háttérmechanizmusának részleteit 
tisztázandó, munkánk célja a ceramid membránhatásainak további vizsgálata, az aktivációs 
Ca2+-szignált érint  esetleges további részletek feltárása, valamint a ceramid újabb 
„célpontjainak” azonosítása volt. 
 A ceramidmolekulák a szfingomielinb l való felszabadulást követ en jellemz en 
membránhoz kötött állapotban maradnak, így valószín síthet , hogy a sokrét  biológiai 
hatásukat is a membránokra illetve a membránokhoz asszociálódó célmolekulákra kifejtve 
érik el. Eredményeink szerint a plazmamembránban felhalmozódott ceramid rendkívül 
gyorsan eléri a T-sejtek intracelluláris membránkompartmentjeit. 
Korábbi vizsgálatok kimutatták, hogy a ceramid jelpálya az src-szer  kinázok (pl. 
Lck molekula) aktiválása révén gátolni képes a sejt nyugalmi potenciáljának fenntartását 
biztosító Kv1.3 típusú K+-csatornák m ködését (84). Vizsgálataink szerint a ceramid 
plazmamembránra kifejtett depolarizációs hatása az Lck src kináz hiányában is 
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megnyilvánul, így a hatás valószín leg nem a Kv1.3 csatornák aktivitásának ceramidfügg  
gátlásával magyarázható. A ceramidcsatornák depolarizációs hatásban játszott szerepének 
tisztázását célzó kísérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a ceramidcsatornák képz dését 
gátló La3+ ionok jelenléte csak részben gátolja a ceramidindukált plazmamembrán-
depolarizációt. Így valószín síthet , hogy a ceramid által okozott membránpotenciál-
csökkenés hátterében a ceramidcsatornákon kívül a sejtek ionháztartását befolyásoló egyéb 
tényez k, mint pl. a ceramid által aktivált Cl--csatornák is szerepet játszhatnak (106). 
 A ceramidok membránszerkezetre gyakorolt hatásának egyik jellegzetes 
megnyilvánulása, hogy a membránban ceramidakkumulációt kiváltó bizonyos receptor 
vagy stressz stimulusok hatására a sejtfelszínen nagyméret , ceramidban gazdag 
membránplatformok alakulnak ki. Vizsgálataink szerint a sejtek exogén ceramiddal történ  
kezelése során szintén megfigyelhet  a raftmarker GPI-horgonyzott fehérjék és a GM1 
gangliozidok sejtfelszíni aggregátumokba tömörülése, amelyekben érdekes módon a TCR 
jelátviteli láncai által alkotott CD3 molekulák is feldúsulnak. 
A limfocitákon nemrégiben felfedezett L-típusú Ca2+-csatornák aktivációs Ca2+-
szignálban és a limfociták funkciójában játszott szerepe egyel re még tisztázatlan. 
Munkánk során a Cav1.2 L-típusú Ca2+-csatornák expresszióját mutattuk ki egér és humán 
T-és B-sejtvonalakban valamint az RBL-2H3 patkány hízósejteken. Az IP12-7 egér TH-
sejteken és BL41 humán Burkitt limfóma B-sejteken végzett vizsgálatainkban a csatornák 
funkcionálisan aktívnak bizonyultak. IP12-7 egér TH-sejteken kimutattuk, hogy a Cav-
agonista (-)-BayK 8644 által indukált kalciumszignált a ceramidstimulus gátolni képes. A 
T-sejtek aktivációs Ca2+-szignálja kapcsán egy további érdekes megfigyelelésünk volt, 
hogy a ceramid dózisfügg  módon Ca2+-felszabadulást vált ki a thapsigarginszenzitív 
intracelluláris Ca2+-raktárakból (endoplazmatikus retikulum-ER). Ezek alapján a Cav1.2 
csatornák és az ER a ceramidszignálok új, lehetséges célpontjainak tekinthet k. (5., 6., 7. 
sz. konferencia absztrakt) 
Az irodalomban jelenleg egy ellentmondásos kérdés, hogy a ceramid által indukált 
apoptózis során milyen szerepet töltenek be az iniciátor kaszpázok a mitokondriális 
membrán permeabilizálódásához vezet  folyamatban, illetve hogy a kaszpázaktivitás 
milyen id beli összefüggést mutat a mitokondriális membrán permeabilizálódásának 
kialakulásával. A hosszabb id tartamú, sejthalált indukáló ceramidszignálok 
kaszpázkaszkádra és az apoptózis mitokondriális útvonalának aktivációjára gyakorolt 
hatását tekintve megállapíthattuk, hogy az általunk T-sejt modellként használt IP12-7 
sejtekben megközelít leg azonos id ben jelentkezik a mitokondrális depolarizáció illetve a 
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kaszpáz enzimek aktivációja. Ez alapján feltételezhetjük, hogy, a ceramid által indukált 
apoptózis során a kaszpázaktivitás minden bizonnyal a mitokondrium 
permeabilizálódásának következtében jelenik meg.  
A T-sejtek aktivációs Ca2+-szignálját gátló ceramidstimulusok kapcsán felmerült a 
kérdés, hogy a nem apoptotikus ceramidszignálok egy általános érvény , sejtaktivációt 
szabályozó mechanizmust jelentenek-e más, immunológiai szempontból fontos sejttípus 
számára is. Vizsgálataink szerint a ceramidszignálokra adott válasz mértékében az 
immunsejtek típusától és differenciáltsági állapotától függ en nagyfokú változatosság 
tapasztalható. Míg a hosszan tartó, er s ceramidszignálok IP12-7 egér TH-sejtekben a 
programozott sejthalálra jellemz  mitokondriális depolarizációt és a DNS-állomány 
fragmentációját váltottak ki, addig a B-sejtvonalak els sorban nekrózisra utaló 
jellegzetességeket mutattak az említett folymatok megjelenése nélkül. Az éretlen (38C13) 
és a marginális zóna fenotípusú B-sejtvonalak (X16C) a ceramid által kiváltott sejthalált 
tekintve fokozott érzékenységet mutattak. Ezzel szemben két vizsgált érett fenotípusú 
humán eredet  B-limfoma sejtvonal (ST486, BL41) és a hízósejtmodellként használt 
patkány bazofil leukémia sejtek (RBL-2H3) nagyfokú rezisztenciával jellemezhet k. Az 
IP12-7 egér TH-sejtekhez hasonlóan az éretlen (38C13) és érett (A20) egér B-sejtekben, lép 
B-sejtekben, és a patkány hízósejtekben (RBL-2H3) a nem-apoptotikus ceramidszignál 
gátolta az antigénreceptor által indukált kalciumszignált, ugyanakkor az érett humán T- és 
B-limfoma sejtek (Jurkat, ST486, BL41) a ceramidszignállal szemben ellenállónak 
bizonyultak. Az érett humán B-limfoma sejtek (ST486, BL41) extrém alacsony lipid raft-
expressziója alapján összefüggés feltételezhet  a ceramidszignálokkal szembeni 
rezisztencia és az illet  sejttípus lipid raft denzitása között (3. sz. közlemény). 
 
Az utóbbi évek kutatási eredményei szerint az ösztrogének fontos hormonális 
szabályozó faktorként funkcionálnak az adaptív immunválasz kialakulása szempontjából. 
Az ösztrogének egyrészt a klasszikus intracelluláris receptoraik (ER  és ) révén 
közvetlenül képesek szabályozni bizonyos gének transzkripcióját, másrészt az 
intracelluláis jelátviteli pályákat is képesek befolyásolni gyors, transzkripcióhoz csak 
közvetve vezet  ún. nem klasszikus hatásaik révén. Utóbbi hatások közvetítésében fontos 
szerepet tulajdonítanak a membrán ösztrogénreceptor(ok)nak, amelyek pontos kiléte 
jelenleg tisztázatlan. Munkánk során az ösztrogén T- és B-limfocitákra kifejtett gyors, nem 
klasszikus hatásait vizsgáltuk. 
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Eredményeink szerint a klasszikus intracelluláris ösztrogénreceptorok közül az 
ER  mutat jelent sebb mérték  expressziót T- és B-sejtekben. A 17 -ösztradiol 
membránimpermeábilis származékával (E2-BSA) végzett kísérleteink során 
plazmamembránban lokalizált ösztrogénköt  helyeket sikerült kimutatnunk T- és B-
limfocitákban egyaránt. Vizsgálataink alapján az illet  membrán ösztrogénreceptorok 
sejttípusonként eltér  mértékben kolokalizációt mutattak a lipid raftokkal, ugyanakkor 
semmiképpen nem bizonyultak azonosnak a klasszikus ER  receptorral. 
 Az ösztrogén intracelluláris Ca2+-koncentrációra gyakorolt hatását tekintve 
kimutattuk, hogy az ösztrogénnek mind a membránpermeábilis, mind az impermeábilis 
formája lassú, oszcilláló kalciumválaszt indukál T-sejtekben, B-sejtek esetében azonban 
nem. 
 A sejtek számára túlélési szignált biztosító Akt és a ERK1/2 MAP-kinázok 
foszforilációjára gyakorolt hatás szempontából B-sejtekben a membránpermeábilis 
ösztrogén dózisfügg  módon fokozta az említett kinázok foszforilációját. Ugyanakkor T-
sejtekben inkább a membránreceptor stimulálása esetén mutatkozott jelent sebb 
foszforilációt indukáló hatás (5. sz. közlemény, 10. sz. konferencia absztrakt). 
Összefoglalásképpen elmondhatjuk, hogy az ösztrogén T- és B-sejtekben közvetlen 
módon, gyors, nem klasszikus hatásokat indukál: B-sejtek esetében els sorban az 
intracelluláris ER -n keresztül, T-sejtekben viszont f képp a membrán 
ösztrogénreceptorok révén. Mindezen hatások feltehet en fontos szerepet játszanak a T- és 
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Összefoglalás
A szfingomielinázok aktivációja a sejteket ér  számos stressz stimulus esetén 
megfigyelt jelenség, amely egy sokrét  intracelluláris jeltáviteli mediátor molekula, a 
ceramid képz déséhez vezet. A T-sejtek esetén a ceramid szabályozó funkcióinak számos 
oldalát sikerült már megismerni, mint pl. néhány korai, a membrán szerkezetére gyakorolt 
hatása, a sejtciklus, vagy a proliferáció szabályozása. A ceramid ugyanakkor a 
mitokondriumon keresztül lezajló, ún. foszfolipid sejthalál jelpályának is fontos eleme. A 
ceramidok membránszerkezetre gyakorolt hatásának egyik jellegzetes megnyilvánulása, 
hogy a membránban ceramidakkumulációt kiváltó stimulusok hatására a sejtfelszínen 
nagyméret , ceramidban gazdag membránplatformok alakulnak ki. Vizsgálataink szerint a 
sejtek exogén ceramiddal történ  kezelése során szintén megfigyelhet  a raftmarker GPI-
horgonyzott fehérjék és a GM1 gangliozidok sejtfelszíni aggregátumokba tömörülése, 
amelyekben érdekes módon a TCR jelátviteli láncai által alkotott CD3 molekula is 
feldúsul. Munkánk során Cav1.2 L-típusú Ca2+-csatornák expresszióját mutattuk ki egér és 
humán T-és B-sejtvonalakban valamint RBL-2H3 patkány hízósejteken. Az IP12-7 egér 
TH-sejteken és BL41 humán Burkitt limfóma B-sejteken végzett vizsgálataink szerint a 
csatornák funkcionálisan aktívak. IP12-7 egér TH-sejteken a Cav-agonista (-)-Bay K 8644 
által indukált kalciumszignál ceramidra érzékenynek bizonyult. A T-sejtek kapcsán 
megfigyeltük, hogy a ceramid dózisfügg  módon Ca2+-felszabadulást képes kiváltani a 
thapsigarginszenzitív intracelluláris Ca2+-raktárakból (endoplazmatikus retikulum-ER). A 
sejthalált indukáló ceramidszignáloknak az apoptózis mitokondriális útvonalára gyakorolt 
hatását tekintve megállapíthattuk, hogy az IP12-7 T-sejtekben megközelít leg azonos 
id ben jelentkezik a mitokondrális depolarizáció illetve a kaszpáz enzimek aktivációja. A 
ceramid aktivációs Ca2+-szignálra gyakorolt valamint sejthalált indukáló hatása 
tekintetében az érintett sejtek differenciáltsági állapotától és típusától függ  eltéréseket 
tapasztaltunk. A hosszantartó, er s ceramidszignálok IP12-7 egér TH-sejtekben a 
programozott sejthalálra jellemz  mitokondriális depolarizációt és a DNS-állomány 
fragmentációját váltottak ki, addig a B-sejtvonalak els sorban nekrózisra utaló 
jellegzetességeket mutattak az említett folymatok megjelenése nélkül. Az éretlen (38C13) 
és a marginális zóna fenotípusú B-sejtvonalak (X16C) a ceramid által kiváltott sejthalált 
tekintve fokozott érzékenységet mutattak. Ezzel szemben két vizsgált érett fenotípusú 
humán eredet  B-limfóma sejtvonal (ST486, BL41) és a hízósejtmodellként használt 
patkány bazofil leukémia sejtek (RBL-2H3) nagyfokú rezisztenciával jellemezhet k. 
Az utóbbi évek kutatási eredményei szerint az ösztrogének fontos szabályozó 
faktorok az adaptív immunválasz kialakulása szempontjából. Az ösztrogének a klasszikus 
intracelluláris receptoraikon (ER  és ) illetve membránreceptoraikon keresztül fejthetik 
ki hatásukat. Munkánk során az ösztrogén T- és B-limfocitákra kifejtett gyors, nem 
klasszikus hatásait vizsgáltuk. Eredményeink szerint a klasszikus intracelluláris 
ösztrogénreceptorok közül az ER  mutat jelent sebb mérték  expressziót T- és B-
sejtekben. A 17 -ösztradiol membránimpermeábilis származékával (E2-BSA) végzett 
kísérleteink során plazmamembránban lokalizált ösztrogénköt  helyeket sikerült 
kimutatnunk T- és B-limfocitákban egyaránt, amelyek kolokalizációt mutattak a lipid 
raftokkal, ugyanakkor nem bizonyultak azonosnak a klasszikus ER  receptorral. Az 
ösztrogénnek mind a membránpermeábilis, mind az impermeábilis formája lassú, 
oszcilláló kalciumválaszt indukál T-sejtekben, B-sejtek esetében viszont nem. Az Akt és a 
ERK1/2 MAP-kinázok foszforilációjára gyakorolt hatás szempontjából B-sejtekben a 
membránpermeábilis ösztrogén dózisfügg  módon fokozta az említett kinázok 
foszforilációját. Ugyanakkor T-sejtekben inkább a membránreceptor stimulálása esetén 




 Activation of sphingomyelinases through death- and stress stimuli induce plasma 
membrane ceramide (CER) generation, which is an important mediator/regulator of 
various lymphocyte responses, including cell death, differentiation or proliferation. 
Recently, we have shown that T-cells’ fate depends on the strength and duration of CER-
accumulation in their membrane. Below a certain threshold, the ceramide signal 
suppressed the antigen specific T-cell activation. The present work aimed at identifying 
CER’s membrane restructuring effects and its targets involved in modulation of Ca2+ 
signalling, analyzing the cell type dependence of its effects on Ca2+ signalling and cell 
death induction.  
Functionally active L-type Cav1.2 Ca2+-channels were identified in murine and 
human T- and B-lymphocytes, as well as in mast cells. The subapoptotic CER stimuli 
reduced the calcium response induced by Cav agonist (-)Bay K 8644 in mouse TH-cells. 
CER also induced a rapid, dose-dependent Ca2+-release from a thapsigargin-sensitive Ca2+ 
pool (ER) These data suggest that Cav1.2 channels and the ER pool are two new potential 
CER-targets. The ceramide-mediated inhibitory effects on calcium signalling and its cell 
death-inducing effects are highly cell type/maturation status-dependent. While the 
inhibitory Ca2+-signal modulation of CER operated also in immature (38C13), mature 
(A20) murine B-lymphocytes and rat mast cells (RBL-2H3), the mature human B 
lymphoma cell lines (BL41 and ST486) proved to be resistant to CER, Similar cell type 
dependence was observed regarding CER’s death-inducing capability. All these data, 
together its membrane reorganizing effects suggest that CER has a multiple target action 
on the lymphocyte signalling pathways, including membrane-linked effects and effects on 
the phosphorylation-dephosphorylation balance.  
Sex steroid-mediated modulation of immune response is one of the issues being 
extensively investigated recently. However, the strict mechanism of the regulation is still 
not understood. Formerly, we observed that estrogen has a positive regulatory role in T -
dependent, but not in T-independent immune response. Estrogen can exerts its effects on 
T- and B cells through either its intracellular receptors (ER , Er ) by directly activating 
gene transcription or through rapid, non genomic effects activating several intracellular 
signalling pathways. Our aim was to study these latter processes in isolated murine splenic 
T and B cells and also in T- and B cell lines. 
In vitro studies revealed that ER  is expressed both in B and T cells. Moreover, 
based on experiments using membrane impermeable E2 conjugated to BSA, we have 
shown that the membrane receptor of estrogen also exists in both cell types. These 
membrane receptor sites are colocalized with lipid rafts, and did not show any overlapping 
with ER ’s intracellular localization. As an early activation signal, we detected a 
significant increase of intracellular [Ca2+] in T but not in B cells upon E2 treatment. As for 
the activation of kinases mediating proliferative and survival signals, E2 induced the 
phosphorylation of Akt and ERK1/2 in B cells. In conclusion, estrogen may directly 
regulate the survival of B cells, and thus autoreactive B cell clones, and may enhance 
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